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略語一覧 
F1：F1-ATPase 
TF1： 
ATP：アデノシン三リン酸 
ADP：アデノシン二リン酸 
GTP：グアニン三リン酸 
GDP：グアニンリン酸 
ITP：イノシン三リン酸 
IDP：イノシン二リン酸 
NTP：三リン酸ヌクレオシド。本論文では ATP, GTP, ITP を指す。 
NDP：二リン酸ヌクレオシド。本論文では ADP, GDP, IDP を指す 
Nuc：ヌクレオチドのこと。本論文では ATP, ADP, GTP, GDP, ITP, IDP を指す。 
Pi：無機リン酸 
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序章 
F1-ATPase は ATP を加水分解することで回転運動を行う分子モーターである 1,2。サブ
ユニットとサブユニットが交互に並んだ六量体リングと、リングの中心に突き刺さった回
転子であるサブユニットから成る33サブコンプレックスを最小構成単位とする 2i。1 つ
の ATP を加水分解するたびにサブユニットが33リングに対して 120°回転する 3。この
120°のステップ回転は 80°と 40°のサブステップから構成されていることが明らかにな
っており、前半の 80°サブステップは ATP の化学結合の切断を伴わない ATP の結合と
ADP の解離によって引き起こされる 3,4。本研究では ATP や ADP 等のヌクレオチドの脱着
と、80°サブステップ前の停止状態の外部トルク依存性を調べた。 
 2 章では触媒部位をもつサブユニットへのヌクレオチド結合の測定について記す。F1に
は 3 つの触媒部位があり、ATP が順番に結合することで F1は一方向に回転する。3 つの触
媒部位へのヌクレオチド結合の親和性は異なっており、ヌクレオチドの脱着により結合の
親和性が変化する。触媒部位が親和性を変化させることで順番にヌクレオチドを結合して
反応するモデルは交代結合説と呼ばれ、Boyer によって提唱された 5。その後の研究によっ
て加水分解中に回転運動することが確かめられた 2。触媒部位にヌクレオチドが結合すると
サブユニットは全体が折れ曲がるような構造変化をする 6。この構造変化により中心のサ
ブユニットの出っ張りを押して回転させていると言われている。単離したサブユニット単
体もヌクレオチド結合によって同様の構造変化をする 7,8。サブユニット単体は加水分解活
性を持たないため、33サブコンプレックスとサブユニット単体へのヌクレオチド結合の
比較からサブユニットが複合体を作ることの効果を調べることができる。結合の親和性の
温度依存性からヌクレオチド結合反応の熱力学的パラメータを求めた。 
 3 章では外力存在下の F1の一分子回転観察について記す。F1は ATP 加水分解から得られ
る自由エネルギーを利用して自発的な回転運動を行う。F1 に逆方向の外部トルクを加える
と回転速度は遅くなる 9,10。外部トルクが F1の出すトルクよりも強いときには ATP 加水分
解時とは逆方向に回転しながら ATP を合成する 11。ATP 合成時も F1は 120°ずつステッ
プ回転をすることが知られており、外部トルクが強くなると合成方向のステップ頻度も増
えていく 10。平均回転速度が 0 になる平衡状態では、120°の回転の間に外部トルクが F1
にする仕事と、F1 が行う化学反応の自由エネルギー変化が等しいことが明らかになってい
る 10。本研究では外部トルクによる 120°ステップの回転と共役した反応速度への影響を調
べた。反応速度は遷移状態理論より 120°ステップの間の遷移状態の活性化エネルギーによ
ってきまる。外部トルクを加えた F1の回転の dwell time 解析を行うことで遷移状態につい
て調べた。 
  
                                                   
i 以下33を F1と呼ぶ 
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1.1 FoF1ATP合成酵素と F1-ATPase  
1.1.1 ATP加水分解反応 
物質の輸送や生体分子の構成など生体内ではエネルギーを必要とする場面が多く存在す
る。ATP(アデノシン三リン酸)はアデノシンのリボースにリン酸(Pi)が 3 つ連なって結合し
た物質(図 1.1.1)で、生体内では様々な反応の際にエネルギー源として利用される。 
 
図 1.1.1 ATP はリボース(糖)の両側にアデニン管と 3 つのリン酸が結合した分子である。加
水分解によって ATP のリン酸とリン酸の化学結合が切れると ADP と Pi に分解される。
塩基とリボースが結合した分子をヌクレオシドと呼び、ATP や ADP などのヌクレオシドに
リン酸が結合した分子をヌクレオチドと呼ぶ。 
 
ATP が加水分解によって ADP と Pi になる反応は負のギブスの自由エネルギー変化を伴
う反応である(∆G < 0)。この反応から得られる自由エネルギーの大きさと保存性から ATP
は生体内での様々な反応のエネルギー源として使われ、「生体エネルギー通貨」とも呼ばれ
る。    
 
1 molのATPが加水分解した時のギブスの自由エネルギーの変化(∆GATP)は式(1.1)で表せ
る。 
∆GATP = ∆GATP
0 + RTln (
[ADP][Pi]
[ATP]
)                              (1.1) 
∆GATP
0 は標準自由エネルギー変化、R は気体定数、T は絶対温度[…]は反応物と生成物の溶
液中の濃度である。また ATP１分子あたりの−∆GATPの自由エネルギー変化を∆μATPで表す
と、標準自由エネルギー変化∆𝜇0と溶液中の ATP, ADP, Pi の濃度から 
∆μATP = ∆μATP
0 + kBTln (
[ATP]
[ADP][Pi]
)                         (1.2) 
と表すことができる（kBはボルツマン定数で、T は絶対温度である）。∆Gと∆μでは符号が逆
である。熱力学ではよく∆Gが使われるが、一分子のエネルギー論を扱った論文では∆μを使
うこともある。参考文献と符号が逆になることを避けるために第 2 章の溶液系での測定結
果と考察では∆Gを使い、第 3 章の一分子観察の実験では∆μを使用する。 
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1.1.2 Mitchellの化学浸透圧説 
生体内ではATP加水分解の生成物であるADPとPiから再びATPを合成することでATP
の供給を行っている。酸化的リン酸化は電子伝達系と共役して起きる ATP 合成反応で、真
核生物のミトコンドリア内膜や原核生物の形質膜などでみられる反応である。1961 年に
Mitchell は電気化学ポテンシャルに沿ったプロトンの膜透過が、酸化的リン酸化による
ATP 合成反応を駆動するという化学浸透共役説を唱えた 12。電子伝達系は電子の伝達と共
役して内膜と外膜の間の空間へのプロトンの膜輸送を行う (図 1.1.2)。プロトンの濃度差に
よって内膜には膜電位(∆Ψ)と pH 差(∆pH)による電気化学ポテンシャル差が作られており、
プロトン駆動力(pmf)と呼ばれる力が発生する。この pmf を利用してプロトンの膜透過と
ATP 合成反応を共役するのが FoF1ATP 合成酵素である。 
 
図 1.1.2 電子伝達系を構成する膜タンパク質は電子(𝐞−)の伝達と共役してプロトン(𝐇+)の
輸送を行う。電子伝達系によって内膜と外膜の間のプロトン濃度が上がるために内膜の内
外に電気化学ポテンシャル差が作られる。ATP 合成酵素は内膜を貫通するタンパク質で、
pmf によるプロトンの透過と、酸化的リン酸化による ATP 合成を共役する。 
(The Cell 5 th Edition の図を改訂) 
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1.1.3 FoF1ATP合成酵素は回転運動をする 
FoF1はプロトンの膜透過と ATP 合成を共役するタンパク質 13,1で、Foと F1の 2 つのタ
ンパク質の複合体である。Foは膜内在性のタンパク質(分子量：約 120 kDa)でプロトンの膜
透過を触媒する 14。F1は膜から突き出た部分にあるタンパク質(分子量：約 380 kDa)で ATP
合成反応の触媒部位を持つ。Foは a, b, c の 3 種類のサブユニットから構成されている。c
サブユニットの数は生物種によって異なり、大腸菌や本研究で用いる好熱菌由来の Fo は 10
個の c サブユニットを持つ 15–17。c サブユニットはH+結合部位を持ち、リング状の c-ring
と呼ばれる構造をとる(図 1.1.3 A)16。この c-ring はプロトン駆動力によってH+が内膜を透
過するときに一方向の回転運動を行う 18–20。回転運動をするのは c-ring のみで、a, b サブ
ユニットは位置を変えない固定子である 21,22。F1 のサブユニット組成は=3:3:1:1:1
である 23,24。F1 はサブユニット上の触媒部位で ATP を合成する時にサブユニットが
に対して回転運動を行う
。ATP 合成時は c-ring と共にサブユニットが回転を
する(図 1.1.3 B)。 

図：酵母由来の FoF1の電子顕微鏡図。Fo の a, b サブユニットは構造が不安定なた
め分解能が悪く見えていない。文献 16 より改変。B：FoF1 合成酵素の構造とサブユニット
組成。Fo の c-ring は脂質二重膜(薄い灰色)に埋まっており、H+は a サブユニットと c サブ
ユニットの間を透過する。矢印は F1が ATP を合成する時の回転方向。 
 
 
 
 
 
 
 
10 
 
FoF1が ATP を合成するときは Fo 側から見て回転子は時計回りに回転をする。それに対
して ATP 合成時とは逆に c-ring, サブユニットが反時計回りに回転する時は F1が ATP
を加水分解して Fo は逆方向にH+を膜輸送する 27。回転方向はH+の透過によって Fo が回転
する時の自由エネルギー変化∆GF0と F1が ATP を加水分解して回転した時の自由エネルギ
ー変化∆GF1の差で決まる。十分に大きな電気化学ポテンシャル差があれば∆GF0 − ∆GF1 < 0
となるためFoの回転の駆動力がF1より勝り回転方向であるFo時計回りに回転する(図1.1.4 
A)。一方電気化学ポテンシャル差が十分でないときは∆GF0 − ∆GF1 > 0となり F1の回転方向
である反時計回りに回転する(図 1.1.4 B) 28,29。どちらの反応も∆GF0 = ∆GF1になるまで続く。
生体内では電子伝達系が膜に加わる電気化学ポテンシャルの大きさを保つため、FoF1 は
ATP を合成し続ける。 
 
図 1.1.4  FoF1 の反応と回転の方向は pmf に駆動されたプロトンの膜透過による自由エネ
ルギー変化(∆GF0)と、ATP 加水分解による自由エネルギー変化(∆GF1)の値で決まる。 
A：∆GF0 − ∆GF1 < 0の時はH
+の透過により FoF1は合成方向(時計回り)に回転しながら ATP
の合成を行う。B：∆GF0 − ∆GF1 > 0の時は ATP 加水分解により FoF1は加水分解方向(反時
計回り)に回転しながらH+の輸送を行う。(The Cell 5 th Edition の図を改変) 
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1.1.4 F1-ATPaseは ATPの加水分解/合成をおこなう 
FoF1合成酵素を構成する F1部は単体で ATP 加水分解に駆動された回転運動を行う 2。F1
は 5 種類のサブユニットから構成されるが、このうちサブユニットは無くても機能を発
揮するため、サブコンプレックスを F1の最小構成単位として実験に使うことが多い 2。
FoF1の時は pmfによる Foの合成方向の回転が F1に ATP を作らせていた。ATP の合成は
単離した F1のサブユニットを外部トルクによって合成方向に回転させることでも可能で
ある 11。Rondelez は F1のサブユニットに結合させた磁気ビーズを、回転磁場を使い強制
的に合成方向に回転させることで F1に ATP を合成させる実験を行った 11（図 1.1.6 A）。外
部磁場による強いトラップ力を使うと一定の速さで F1のサブユニットを回したり、サブ
ユニットを決まった角度に固定しておくことができる 30,4,31。磁気ビーズを結合させた F1
を fL の体積のチャンバーに閉じ込め、磁気ピンセットを使い加水分解反応時とは逆方向に
回転させて ATP を合成させた。チャンバー体積が非常に小さいため 1 つの F1分子が合成
した ATP 量だけで ATP 濃度が大きく変化する(図 1.1.5)。チャンバー内に閉じ込めた F1を
合成方向に回転させた後に磁気ビーズを開放すると F1が速い速度で加水分解方向に回転す
ることからサブユニットが時計回りに回転する時は F1は ATP を合成することが確かめら
れた。 
 
図 1.1.5 F1 に結合させた磁気ビーズを磁気ピンセットを使い時計回りに回転させた。数百
回転回した後に磁気ビーズを開放すると、回転させる前よりも速い速度で反時計回りに回
転した。F1の回転速度は溶液中の ATP 濃度で変化する。チャンバー体積が数 fL なので 1
個のF1が作るATPだけでも溶液中のATP濃度が変化する。時計回りに回転させた回数と、
回転速度の変化から 1 回転あたり 2~3 個の ATP を作ることが明らかになった。文献 11 よ
り改変 
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1.1.5 F1-ATPaseは GTP, ITPも加水分解する 
F1は ATP だけでなく GTP や ITP などのヌクレオチドも加水分解する 32。ただし一分子
回転観察や ATP 加水分解活性測定から調べられた GTP や ITP の親和性𝐾mは ATP より低
い（表 1.1）。しかし飽和濃度での最大回転速度Vmaxは近い値になった。また 120°ステッ
プの傾きと水の粘性抵抗の積から求められるステッピングトルクNstepも近い値になった
（表 1.1）。VmaxとNstepに大きな違いが無いという事はヌクレオチドの結合以外の反応にか
かる時間や、反応と共役した回転運動の速度に差がないことを意味する。そして𝐾mが異な
るという事は ATP, GTP, ITP の触媒部位への結合の親和性が異なることを意味する。 
 
 ATP GTP ITP 
𝐾m (uM) 0.69 3.43 13.3 
Vmax (s
−1) 3.82 3.28 3.95 
Nstep (pN ∙ nm) 32 ± 11 35 ± 11 32 ± 10 
表 1.1 ATP, GTP, ITP を加水分解する F1 の回転の𝐾m, Vmax, Nstepの値。𝐾mは回転速度が
Vmaxの半分になる時の ATP, GTP, ITP 濃度の値。ヌクレオチド濃度([Nuc])と平均回転速度
(v)のプロットにv = Vmax[Nuc]/([Nuc] + 𝐾m)の式でフィッティングして求める。 Vmaxは最
大回転速度の値で、ATP, GTP, ITP 結合の待ち時間が 0 になっているときの値。Nstepは F1
がプローブを回転させるときに出すトルク。ステップ速度とプローブの粘性抵抗の積から
求める。プローブは 2 µm の蛍光アクチンである。文献 32 より引用 
 
 
  
13 
 
1.2 F1の回転におけるヌクレオチド結合の役割 
1.2.1 F1を構成するサブユニットと立体構造 
F1 の最小構成単位であるα3𝛽3𝛾複合体はサブユニットとサブユニットが交互に並んだ
六量体リングにサブユニットが奥まで突き刺さった構造をしている(図 1.2.1 A)6。低温で溶
液のイオン強度を上げると各サブユニット単体に解離し、イオン強度を下げることで再び
α3𝛽3𝛾の構造をとる 33。 
サブユニットとサブユニットはそれぞれ結合部位をもちα3𝛽3リングには最大で 6 つの
ヌクレオチドが結合する。ヌクレオチド結合部位はサブユニットとサブユニットの界面
に存在しており(界面)、3 ヶ所は主にサブユニットに結合しており、残りは主にサブ
ユニットに結合している(図 1.2.1 B) 6。サブユニットの結合部位は ATP 加水分解活性を持
たないため非触媒部位と呼ばれている。一方サブユニットの結合部位は ATP を加水分解
するので触媒部位とよばれる。非触媒部位への ATP 結合は直接 ATP 加水分解反応にはか
かわらないが、ADP による加水分解反応への阻害 34を解除する役割を持つ 35。ATP 加水分
解で重要な役割を果たす残基はサブユニットの触媒部位周辺に存在するが、サブユニッ
トにも必要な残基は存在する 36。 
サブユニットはα3𝛽3リングから突き出たヘッドドメインと、α3𝛽3の中心に突き刺さった
2 本のヘリックスから成る。ヘリックスはα3𝛽3リングの奥まで達している。非対称な構
造をしており、ATP 加水分解時にはサブユニットの構造変化によって回転運動を行う。
サブユニットのヘリックスを削った実験 37,38やサブユニットのないα3𝛽3でもATP加水分
解による回転方向への構造変化の伝播が起きることが確認されている 39。文献 31～33 の報
告によれば一方向の回転と加水分解に重要なのはサブユニットとサブユニットの相互作
用であると考えられる。ただしサブユニットとサブユニットの相互作用を弱めると F1の
出す回転トルクが下がるという報告もある 40。 
 
図 1.2.1 牛心筋由来の F1 の立体構造で分解能は 2.8Å。。A：F1 を横から見た図。B：F1
を g サブユニット側から見た図。青い円が非触媒部位の場所で、赤い円が触媒部位の場所
である。AMP-PNP は ATP のアナログで F1 に加水分解されない。文献 6 より改変 
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1.2.2 交代結合説による F1の回転メカニズム 
F1の ATP 合成/加水分解反応の触媒部位は 3 つのサブユニット上に 1 つずつ存在する。
回転の際には 3 つのサブユニットが協働的に働く。Boyer はこの回転メカニズムを説明す
るために交代結合説(Binding change mechanism) 13,14,5を唱えた(図 1.2.2)。 
 
図 1.2.2  Boyerによる交代結合説。細かい回転スキームは現在明らかになっているものと
は異なるので注意。円を三等分した扇形はそれぞれサブユニットを表し、ヌクレオチドが
結合している窪みが触媒部位の状態と構造を表す。1, 2, 3, 4の順番に ATP合成反応が進み、
加水分解の場合は逆の順番に進む。1 は ADP と Pi の脱着で、2 番では親和性の変化と結合
の自由エネルギー変化の取り出しを共役している。3 番では ADP と Pi の化学結合の形成/
切断と水の出入りが共役しており、4 番では ATP の脱着が起きている。文献 13 より改変。 
 
彼らは酸素交換反応の測定から ATP の化学結合の切断をする過程は平衡状態に近く
ADP と Pi の化学結合は結合を切断する過程で数回切断と再結合を繰り返していることを
明らかにした 5。この結果は化学結合を切断する過程では大きな自由エネルギー変化はない
ことを示す。それに対してヌクレオチド結合過程では大きな自由エネルギー変化があると
いう実験結果 41 から、ヌクレオチドの結合が回転にとって重要な過程であると提唱した。
また ATP の触媒部位への結合が別の触媒部位の ADP 解離を引き起こすことから、触媒部
位同士は互いにヌクレオチドの親和性を変化させながら反応を進めていると予想した。こ
のモデルは牛心筋からとられた F1の結晶構造解析から得られた構造によって強く支持され
た 6。 
文献 26で得られたF1の結晶は非触媒部位である 3つのサブユニット上のヌクレオチド
結合部位には全てATPのアナログであるAMP-PNPが結合しておりほぼ同じ立体構造をし
ていた。触媒部位である 3 つのサブユニット上への結合状態は異なっていた。1 つ目には
AMP-PNP が結合しており、2 つ目には ADP が結合しており、3 つめには何も結合してい
なかった(図 1.2.1 B)。それぞれのサブユニットをβTP, βDP, βE呼びヌクレオチドが結合して
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いるβTP, βDPと何も結合していないβEの立体構造は大きく異なっていた。結晶化はヌクレオ
チド濃度が過剰になる条件で行われているので、この結晶はヌクレオチド結合の親和性が
βTP, βDPとβEで大きく異なることを示唆する。 
 
1.2.3 F1の一分子回転観察 
サブユニットの角度と触媒部位上の状態の関係を調べるのに最も強力な方法は一分子観
察である。始めて行われた F1の一分子観察は 1997 年に野地らによるものである 2。ガラス
に固定した F1のサブユニットに蛍光アクチンを結合させて(図 1.2.3)、ATP を加えると蛍
光アクチンは反時計回りに回転した。この回転運動は ATP 非存在下や加水分解反応の阻害
剤である NaN3存在下では観察されなかったことから、ATP 加水分解を駆動力としたもの
であることが確かめられた。 
 
 
図 1.2.3 F1 の回転の一分子観察の実験系の図。サブユニットへの遺伝子操作で導入した
His-tag で Ni-NTA ガラスに固定している。蛍光アクチンはサブユニットに特異的に結合
させた streptavidin に結合させている。2.6 μmのアクチンの場合最大回転速度は約 0.5 rps 
である(2 mM ATP)。文献 2 より改変。 
 
溶液中の ATP 濃度が高くプローブの大きさが大きいときは、F1の回転は連続的だが ATP
濃度を下げたりプローブを小さくすることで F1 の回転はステップ状になる 3。ステップ回
転の時は dwell と呼ばれる特定の角度での熱揺らぎを伴った停止状態が表れる (図 1.2.4)。
dwell は律速となる反応が完了するのを待っている状態であり、待ち時間である dwell time
を解析することでサブユニットの角度と触媒部位上で起きてる反応と反応の速度を調べる
ことができる。ATP 結合待ちの dwell は ATP binding dwell と呼ばれ ATP 濃度を下げるこ
とで確認することができる 3。ATP 濃度を下げていくと ATP binding dwell は長くなってい
く。ステップとステップの間の dwell の長さ(dwell time)のヒストグラムをとると、ATP 
binding dwell のヒストグラムは一次反応の速度の式でフィッティングできる(図 1.2.4)。こ
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れは ATP binding dwell が ATP 結合反応のみを律速としていることを意味する。F1に ATP
が結合する反応の反応式は 
F1 + ATP → F1 ∙ ATP        (1.3) 
と書ける。式(1.3)は一次式でこの式から停止時間 t になる確率 p(t)は 
p(t) = Aexp(−𝑘𝑜𝑛[ATP] ∙ t)        (1.4) 
である。𝑘𝑜𝑛[ATP]は停止時間の時定数の逆数(1/τ)である。𝑘𝑜𝑛は ATP 結合の速度定数で、
[ATP]は溶液中の ATP 濃度である。ATP の結合の速度定数は様々な研究者によって行われ
ており、文献 37 では F1で2 × 107 M−1s−1であると報告されている。 
 
図 1.2.4 ステップ運動をする F1に結合したプローブのトラジェクトリと、停止時間のヒス
トグラム。ATP 濃度は 0.2 uM である。トラジェクトリをステップの部分(step)と停止 
(dwell)に分けて、停止時間のヒストグラムを作る。停止時間のヒストグラムを規格化する
と縦軸は式(1.4)の𝐩(𝐭)になる。十分なステップ数があれば一次の指数関数でフィッティング
することで時定数を求めることができる。 
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1.2.4 F1の回転スキーム 
F1のサブユニットの角度は 3 つのサブユニットの触媒部位上の化学状態と対応してい
る。これまでの研究によりサブユニットの角度と 3 つのサブユニットの触媒部位上の化
学状態の対応を表す回転スキームはほぼ明らかになっている(図1.2.5) 4,33,3,42–44。1個のATP
を加水分解する間にサブユニットは 120°ステップ状に回転する。この 120°ステップは
80°と 40°のサブステップから構成されており 42、ステップとステップの間の停止状態で
はサブユニット上の触媒部位での反応が律速となっている。80°サブステップの律速とな
る反応が ATP 結合で 3、40°のサブステップの律速となるのが ATP の化学結合の切断とリ
ン酸の解離である(図 1.2.5) 4,43。反応は各触媒部位上で起こり 120°の回転が終わると ATP
結合を待っていたが ATP 結合状態、ATP が結合していたが ADP 結合状態、ADP が結合
していたが空の状態になり、F1全体が 120°回転するのと同じ状態になる。 
 
 
図 1.2.5  加水分解の回転スキーム。120°の回転の間に一通りの反応は終わるが、各反応
素過程は別々の触媒部位上で起きている。各反応素過程の速度はステップ前の停止時間の
ヒストグラムから求まる。F1は ATP を 1 つ加水分解するたびに、120°ずつ回転する。こ
の回転はさらに 80°と 40°のサブステップに分けることができる。ヌクレオチドの結合し
ていない触媒部位に ATP が結合し、隣のサブユニットから生成物の ADP が解離すると
80°サブステップする。そして ATP の化学結合の切断と Pi の解離後に残りの 40°のサブ
ステップを行い再び ATP 結合待ちの状態に戻る 
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1.2.5 ヌクレオチド結合によるサブユニットの構造変化 
サブユニットとサブユニットは似たような構造をとるが、サブユニットはヌクレオチ
ドが結合することで構造変化をする 6。サブユニットにヌクレオチドが結合すると、Hinge
領域と呼ばれるところの周辺の構造変化により全体がくの字のように折れ曲がる。ヌクレ
オチド結合前の構造はオープン構造と呼ばれ(図 1.2.6 A)、ヌクレオチド結合後の構造はク
ローズド構造と呼ばれる(図 1.2.6 B)。ATP が結合すると触媒部位の残基同士の結合の一部
が切れ新たに結合したATPのリン酸と結合を作る。結合を切られた残基は別の残基やATP
と結合を作り、その結合に Hinge の先のヘリックスが引っ張られる 45。Hinge 領域と
Walker A, Bモチーフ(F1のようにATP加水分解で書いて運動をするタンパクに見られる構
造 46周りの構造変化によって 47、オープンからクローズド構造へ構造変化する。サブユニ
ットの構造変化と回転の同時観察を行った実験から、回転運動中にサブユニットは ATP
結合後クローズド構造になり、ADP 解離後にオープン構造に戻っているのが確かめられて
いる 48。この構造変化は単体のサブユニットにヌクレオチドが結合した時も起こっている
ことが NMR による測定から明らかになっている 7,8。 
 
図 1.2.6 A：ヌクレオチド非結合状態のサブユニットの構造。B：ヌクレオチド結合状態の
サブユニットの構造。ヌクレオチドが結合すると Walker A を含むシートと Walker B を
含むへリックス(どちらも紫)を結ぶ Hinge 領域(オレンジ)が構造変化をする。Hinge 領域
の押し出しによって Walker B を含むB へリックスが動きサブユニット全体が折れ曲が
る。NMR の測定はヌクレオチド結合による A のθの角度の変化を測定している。θはサブ
ユニットの重心軸に対するへリックスの角度である。文献 45 より改変 
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1.3 外力による F1の回転運動への影響 
1.3.1 F1のγサブユニットに外部トルクを加える 
 F1 のサブユニットは ATP 加水分解によって反時計回りに回転するが、強い外部トルク
によって時計回りに回転させるとATPを合成する 11。外部トルクを加えることでF1にATP
を合成させるのは、プロトンの膜透過を駆動力とする Fo が F1をと ATP 合成の方向に回転
させるのと同じで、外部トルクの大きさを弱くすれば再び ATP 加水分解方向に回転をする
10。サブユニットに外部トルクを加える方法としては磁気ピンセットと回転電場法の 2 つ
がある。どちらも長所と短所はあり磁気ピンセットの長所はビーズを特定の角度に固定す
ることで、サブユニットの角度と親和性の関係を詳細に調べることを可能にする 31。一方
短所は加わる力が磁場の方向とビーズの角度に比例するため、一定の強さの外部トルクを
加えられないことである(図 1.3.1)。低濃度 ATP 条件下では F1はステップ回転と dwell を
繰り返すので、外部トルクの大きさは時間変化するi。 
 
 
図 1.3.1 ポテンシャルに沿って移動する粒子(赤)とバネに繋がれた粒子(青)。青のビーズを
矢印の方向に一定速度で移動させるとバネでつながれた赤の粒子は矢印の方向に引っ張ら
れる。赤の粒子が A にいるときは坂を上っているためバネは伸びる。赤の粒子がポテンシ
ャルの山を越えたBの位置では、赤のビーズはポテンシャルの坂を下るためバネは縮まる。
青のビーズが赤のビーズを引っ張る力はバネの伸びに比例するため A と B では赤の粒子に
加わる力の大きさが異なる。F1の場合はサブユニットが赤の粒子で磁気ビーズが青の粒子
に対応し、矢印が磁気ピンセットによって磁気ビーズが回転する動きを表す。 
 
 回転電場法の長所はビーズの角度に依存しない一定の外部トルクを加えられることであ
る 10。電場の強さで外部トルクの大きさも変えられるため、外部トルクによる F1の回転へ
の影響を定量的に調べるのに適している。一方特定の角度でビーズをトラップするのには
向いていないので、角度分解能は磁気ピンセットに比べて低くなる。 
  
                                                   
i ビーズの角度をフィードバックすることで外部トルクの大きさを一定に保つことは可能。 
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1.3.2 一定の外部トルクによる F1の平均回転速度の変化 
回転電場法は電場が存在する時に誘電体に作られる誘起双極子モーメントと、高速で回
転する電場の位相差を利用して外部トルクを加える方法である。誘電体に電場を加えると
誘電体を構成する原子の分極によって誘起双極子モーメントが作られる。電場が高速で回
転すると誘起双極子モーメントの向きと電場の向きに位相差が生じる。誘起双極子モーメ
ントは電場の方向に向こうとするため、誘電体には位相差に比例した力が加わる。個々の
原子に作られる誘起双極子モーメントとの向きは誘電体の向きには依らないので、電場と
の位相差は常に一定の値になり、誘電体に加わる力も一定になる。 
ATP 加水分解をする F1に対して加水分解方向の外部トルクを加えてると、F1の回転速度
が上がり逆方向の外部トルクを加えると回転速度は遅くなった(図 1.3.2 A)9。また外部トル
クによる平均回転速度の変化の割合は溶液中の ATP 濃度に依らないことも明らかになって
いる (図 1.3.2 B)。この結果はこの条件で F1の回転速度に対する ATP 濃度と外部トルクの
影響は独立したものであることを示す。文献 48 では加水分解によって生じた ADP を直ち
に ATP に戻す ATP 再生系存在下で測定しているため、F1による ATP 合成反応はほとんど
行われない。そのためどれだけ強い外力を加えても合成方向に回転することは少なく、回
転した場合は空回りするような回転をしていた。この結果は ATP の合成反応と合成方向の
回転は強く共役していることを示唆する。 
 
図 1.3.2 A, B：加水分解方向の回転速度と加水分解方向の外部トルクがプラスである。ト
ルクの大きさはブラウン回転しているビーズの自己相関関数から求めた回転摩擦係数を使
って求めている。回転速度の符号はプラスが加水分解方向の回転でマイナスが合成方向の
回転である。オレンジの点線は縦軸が 0 の位置を表す。ATP 濃度は 2(緑), 5(青), 50(赤) uM 
ATP で ATP 再生系が存在する。A のグラフ中の赤い円で囲っている点は合成方向に回転し
た時のデータ。B は A のグラフを外部トルク 0 での回転速度で規格化したプロット。  
文献 9 より改変 
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1.3.3 stall状態で回転と反応は 1 : 1でカップリングする 
鳥谷部は回転電場法を使った実験系で F1の出す最大仕事を求めた 10。測定は ATP, ADP, 
Pi 存在下で行い、平均回転速度の外部トルク依存性を調べた。中山による測定の時は ATP
合成ができない条件だったため強い外部トルクを加えても回転速度はほぼ 0 の所で留まっ
た。しかし鳥谷部の測定条件では外部トルクを強くしていくと合成方向に回転した。外部
トルクを強くすると加水分解方向の平均回転速度は徐々に小さくなり、合成方向に回転し
た後は外部トルクの増加と共に合成方向の平均回転速度は大きくなっていった。平均回転
速度 0 付近の所では F1は加水分解方向と合成方向の両方向にステップしており、F1の加水
分解反応と合成反応の速度が釣り合った平衡状態になっていた(図 1.3.3 A)。この平均回転
速度 0 の状態(以降 stall 状態)では外部トルクと F1の出すトルクが釣り合っており、この時
の外部トルクが 120°当たりにする仕事(外力)から F1 が外部トルクに対してする最大仕事
(Wmax = Nmax × 120°)を求めた。Wmaxは溶液中の ATP, ADP, Pi 濃度から計算した∆μATPと
ほぼ一致しており(図 1.3.3 B)、stall 状態では F1の 120°ステップと ATP の加水分解/合成
の反応が 1：1 でカップリングしていることが明らかになった。 
 
図 1.3.3  A：外部トルクによる F1の回転トラジェクトリの変化。0.4 uM ATP, 4 uM ADP, 
1 mM Pi の溶液で測定しているため外部トルクが強いときは合成方向に回転する。トルク
の符号はプラスが合成方向である。stall 状態(灰色の実線)では両方向に 120°のステップ回
転をする。B：F1の出す最大仕事(グラフ中ではWstall)と ATP 加水分解による自由エネルギ
ー変化の関係。ADP, Pi 濃度を変えることで異なる∆μ条件で測定を行いWstallを求めた。∆μは
複数の文献のパラメータ 49–52 を使い計算した値で、最小値と最大値の幅で灰色に塗ってあ
る。文献 10 より改変。 
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1.3.4 外部トルクによる dwell timeの変化 
ATP 濃度を下げると F1はステップ回転をするが、ADP 濃度が低ければ合成方向に回転
する時もステップ回転をする。合成方向のステップ幅は 120°であった 10。外部トルクが強
くなると加水分解方向のステップの割合(ph)が減る代わり、合成方向のステップの割合(ps)
が増えた(図 1.3.4)。stall 状態ではph = ps = 0.5でどちらの方向にも同じ頻度でステップる
ため平均回転速度は 0 になっていた。phの割合がほぼ 1 の状態でも加水分解方向の外力を
加えると、加水分解方向にステップする前の dwell time は短くなり、合成方向の外力を加
えると dwell time は長くなった 9。図 1.3.3 A でも外部トルクが 0 からストールトルクにな
るにつれて dwell time は長くなっている。しかし合成方向に回転するようになると外部ト
ルクの増加によって dwell time は再び短くなっている。これらの結果は外部トルクが増加
すると、加水分解方向にステップする前の dwell は伸びて、合成方向にステップする前の
dwell は短くなると考えれば説明できる。 
 
図 1.3.4 加水分解方向のステップの割合(ph)と合成方向のステップの割合(ps)の外部トルク
依存性。0.4 uM ATP, 4 uM ADP, 1 mM Pi で測定したデータで 3 点ステップしているもの
を解析した。∆μの値は約 65 pN・nm で外部トルクが約 32 pN・nm/rad の時に stall 状態
になる。文献 10 より改変 
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1.3.5 dwell timeは活性化エネルギーに依存する 
遷移状態理論によれば dwell time は準安定状態の粒子が、熱揺らぎによって遷移状態を超
えるまでの時間である。回転電場法などで使用する大きなビーズを使用する時の準安定状
態は ATP binding dwell であり 120°ごとに存在する。この時サブユニットに結合したプ
ローブの感じる自由エネルギー地形を考えると 120°ごとに自由エネルギー曲面の底があ
り、間に遷移状態が存在する(図 1.3.5)。dwell time は準安定状態である自由エネルギー曲
面の底で揺らいでいる粒子が活性化エネルギー∆Eの山を乗り越えるまでの時間である。活
性化状態の山の位置は dwell から𝑙だけ進んだところで、この𝑙を chalastalistic length と呼
ぶ。遷移状態を通過した後は次の準安定状態に落ち再び dwell 状態になる(ステップ回転)。
加水分解方向のステップの時は遷移状態を左から通過する、活性化エネルギーは∆Eaであり、
合成方向のステップ時は遷移状態を右から通過するので活性化エネルギーは∆Ea + ∆𝜇にな
る。dwell 状態の粒子は遷移状態と迅速平衡にあるので、遷移状態を乗り越えるまでの時間
はボルツマン分布(exp (∆E/kBT))に比例する。(kBはボルツマン定数で、T は絶対温度)。通
常の加水分解を測定する条件では∆𝜇の値が大きいため、加水分解方向のステップ前の dwell 
timeの時定数(𝜏ℎ)に比べ合成方向のステップ前のdwell timeの時定数(𝜏𝑠)は非常に大きいた
め合成方向のステップはほぼ観察されることは無い。 
 
図 1.3.5  120°ステップの間にプローブが感じる自由エネルギー変化の地形。A が外力が
存在しない場合で、B が合成方向の外力(W)を加えた時の場合。横軸は回転方向に沿った反
応座標で、dwell の角度である 0°と 120°が準安定状態で、𝒍°が遷移状態の角度を表す。 
 
 
 
 
 
 
 
24 
 
  次に一定の合成方向の外力を加えた時を考える。外力(W)は 120°あたりに外部トルクに
される仕事なので、0°の位置に対して 120°の位置は Wだけ持ち上がる。このとき遷移状
態は charactalistic length の値に比例した量だけ持ち上がる。外力を加えることによって活
性化エネルギーは 
∆Eh(W) = ∆E(0) +
𝑙h
120
× W        (1.6) 
∆Es(W) = ∆E(0) + ∆μ −
𝑙𝑠
120
× W        (1.7) 
だけ変化する。活性化エネルギーが変化することで dwell time の時定数は 
𝜏ℎ(W) = 𝜏ℎ(0) × exp (
𝑙hW
120kBT
)        (1.8) 
𝜏𝑆(W) = 𝜏𝑠(0) × exp (−
𝑙𝑠W
120kBT
)        (1.9) 
である。𝑙h, 𝑙s > 0より外力を加えることで𝜏ℎは長くなり𝜏𝑆は短くなる。上記の式は遷移状態
の位置が外力を加えても変化しないと仮定した時に成り立つ。遷移状態の位置が変わらな
いならば、𝑙h, 𝑙sは外力に依存しない定数なので Wとlnτのプロットの傾き a から求めること
ができる。a の式は(1.10)である。 
𝑎 =
d(lnτ)
dW
        (1.10) 
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第二章 
サブユニットへのヌクレオチド結合反応の 
熱力学的パラメータの測定 
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2.1 F1へのヌクレオチド結合反応を調べる 
2.1.1 実験の目的 
 F1の回転の 2/3をしめる 80°サブステップはATPの結合とADPの解離によって引き起
こされる 4。結晶構造解析や NMR による測定によりヌクレオチドの結合によってサブユ
ニットは大きな構造変化をすることが明らかになっている 6–8。この構造変化は ATP の化学
結合の切断を伴わないものであり、ヌクレオチドの結合と結合の親和性の変化が F1の反応
にとって重要であるという交代結合説を裏付けるものである 5。F1の回転メカニズムに対し
てより詳しく知るために、ヌクレオチド結合反応の熱力学的パラメータを測定した。 
 
2.1.2 タンパク質とヌクレオチドの組み合わせで比較する 
 熱力学的パラメータはヌクレオチド結合反応の情報を含むが、様々な情報が 1 つの値に
まとめられるため、求めた熱力学的パラメータだけでは結合反応のことを正確に知ること
は難しい。たとえばエントロピー変化の値を求めたとして、その値がヌクレオチドと触媒
部位が作った結合によるものなのか、サブユニットの構造変化によるものなのかは測定し
た値 1 つだけからは判断することができない。そのため本研究では 4 種類のタンパク質と 6
種類のヌクレオチドの組み合わせで結合反応の熱力学的パラメータを測定した。 
測定には33サブコンプレックスとサブユニット単体を使った。33サブコンプレッ
クスとサブユニット単体はともにヌクレオチド結合によって構造変化するが、単体のサ
ブユニットは ATP 加水分解活性を持たない。加水分解活性の有無とサブユニットが複合体
を作ることによる熱力学的パラメータへの影響を調べるためにサブコンプレックスと単
体の比較を行った。また ATP などの加水分解されてしまうヌクレオチド結合の測定を行う
ために、加水分解活性をほぼ失わせる変異(E190Q 変異 53)を導入したサブコンプレックス
と単体への結合の測定も行った。E190Q 変異を導入した単体の測定を行ったのは、変
異によるヌクレオチド結合への影響を調べるためである。 
 測定に使用したヌクレオチドは ATP や ADP 以外に GTP, GDP, ITP, IDP である。F1 は
GTP や ITP なども同様に加水分解して回転運動をする 32。しかし GTP, ITP の加水分解や
回転の親和性(1/𝐾𝑚)は ATP に比べて低い。親和性の高さが結合反応の熱力学的パラメータ
にどのように影響するのか調べるために、これらのヌクレオチド結合との比較も行った。 
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2.2 試料 
2.2.1 測定用 buffer 
蛍光測定用 buffer : 50 mM MOPS-K, 50 mM KCl, 2 mM MgCl2, pH 7.0 
蛍光測定用bufferは測定を行う日に調製したものを使用した。MOPS, KClは1 Mで、MgCl2 
は 100 mMで保存したものをまぜ Milli-Qで上記の濃度になるように薄めた。調製後 pHが
7 になっているのを確かめ 1 時間ほど脱気してから測定に使用した。測定のたびに buffer
を調製する理由は、調製した buffer の蛍光強度が時間とともに上昇してしまうためである。
蛍光強度の上昇量は 1 日経過すると 1~2 割ほどである。ヌクレオチド結合の測定への影響
は不明だが調製して数時間のものと１週間４℃で保存したもの(蛍光強度が 2 倍弱になって
いた)で比較しても目立った違いは見つからなかった。MOPS, KCl, MgCl2を別々に 4℃で
保存している間は数か月たっても蛍光強度の上昇がなかったので、測定をするときは直前
に buffer を調製することにした。buffer の脱気を行う理由は測定中の泡の発生を抑えるた
めである。 
 
2.2.2 使用するヌクレオチド 
本研究では ATP, ADP, GTP, GDP, ITP, IDP の触媒部位への結合を調べた。GTP, ITP は
それぞれ ATP の塩基部分がグアニン、イノシンの塩基に変わったものであり、GDP, IDP
は同じように ADP の塩基部分がグアニン、イノシンになったものである。本研究では ATP, 
GTP, ITP の三リン酸ヌクレオシドiを NTP と呼び、ADP, GDP, IDP などの二リン酸ヌクレ
オシドを NDP と呼ぶ。ヌクレオチド結合の測定では投入するヌクレオチドと同じ量の Mg
を投入するようにした。これは ATP 加水分解には Mg が必要なため結合も同様の条件で調
べるためである。ヌクレオチドの溶液は測定前にあらかじめ測定条件の 100 倍の濃度で
[Nuc]:[Mg]= 1 : 1 になるように調製して-80℃で保存したものを測定に使用した。また高濃
度のヌクレオチド溶液と Mg の溶液は混ぜると沈殿を作ってしまうため、測定時には Mg
の溶液を入れた後にヌクレオチドの溶液を投入して結合の測定を行った。 
例 1)  10 uM ATP の結合を測定するとき (低濃度ヌクレオチド) 
     1 mM MgATP の溶液を 100 倍希釈になるように測定溶液に投入する。 
例 2)  500 uM ADP の結合を測定するとき (高濃度ヌクレオチド) 
     50 mM MgCl2 の溶液を 100 倍希釈になるように投入して、その後 50 mM ADP の
溶液を 100 倍希釈で投入する。 
 
 
 
 
 
                                                   
i塩基と糖からなるヌクレオシドにリン酸が結合したのがヌクレオチドである 
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2.2.3 使用するタンパク質 
蛍光測定で使用したタンパク質は種類の33サブコンプレックスと種類の単体の 4
つである。サブコンプレックスは3(Y341W)3と3(Y341W, E190Q)3で、3(Y341W)3
は回転観察に使用する HC95 に蛍光測定をするための変異を入れたミュータントである。 
3(Y341W, E190Q)3は3(Y341W)3に加えて ATP 加水分解活性をほぼ失わせるため
にE190Q 変異を導入したタンパク質である。残りのつのタンパク質は3(Y341W)3の
サブユニット単体である(Y341W)と、3(Y341W, E190Q)3のサブユニット単体である
(Y341W, E190Q)。サブユニット単体のタンパク質はサブユニットのみを発現するプラ
スミドを持つ菌体から精製したものである。(Y341W)のプラスミドの作成には単体のみ
を発現させるプラスミド(pUC-)の部分を切り取り、そこに3(Y341W)3の部分の断片
をライゲーションした。pUC-と3(Y341W)3の切り取りは制限酵素の MluⅠ、SmaⅠを
使用した。(Y341W, E190Q)のプラスミドも同様に3(Y341W, E190Q)3のを MluⅠ、
SmaⅠで切り取り pUC-にライゲーションして作成した。大量発現は大腸菌の JM109 株に
形質転換して行った。精製は33サブコンプレックスは Ni-NTA カラムで精製したものを、
単体は DEAE カラムと Butyl カラムで行った。測定にはあらかじめ結合しているヌクレ
オチドの数は一個あたり 0.01 個程度であること確認したタンパク質を使用した。 
 
HC95 に導入されている変異 
HC95 はサブコンプレックスに-His10, S109C, I212C, C193S, W463F を導入
した TF1である。-His10は 3 つあるβサブユニットの N 末端側への His-tab の導入で、一
分子回転観察の時はHis-tagとガラスの結合によりリングをガラスに固定する。S109C, 
I212C はビオチンを結合させるためのシスティン(C)を導入させるための変異で、ビオチン
はプローブに修飾させたアビジンと特異的な結合を作る。C193S はビオチンがサブユニ
ットのシスティンと特異的に結合させるためにサブユニットのシスティンを別のアミノ
酸に置換する変異である。W463F はもともとサブユニットに存在するトリプトファン
(W)をフェニルアラニン(F)に置換する変異である。もともと野生型の TF1のに存在す
るトリプトファンはW463 のみなので、HC95 にはトリプトファンによる蛍光はない。 
 
2.2.4 Y341W, E190Q変異 
今回測定に使用した全てのタンパク質にはY341W の変異を導入してある。加えてその
うちの 2 つにはE190Q 変異が導入されている。E190Q 変異は33サブコンプレックス
へのNTPの結合を見るために導入した加水分解反応がほとんど進まないようにする変異で
ある 53。(E190)は NTP のリン酸と水を介した水素結合を作っており、80°サブステップ
の後の化学結合の切り離しの時に働く。(E190Q)変異体はこの 190 番目のグルタミン酸(E)
をグルタミン(Q)に置換することで、リン酸との水素結合を失わせたものである。この変異
体なら NTP の結合反応を見ても測定中の NTP 加水分解を無視できるので、NTP とサブユ
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ニットの結合を見ることが可能になる。 
Y341Wは 80°のサブステップを引き起こす触媒部位への結合を調べるために導入した
変異である。F1 のヌクレオチド結合部位はサブユニット上の非触媒部位とサブユニット
上の非触媒部位の 2 種類がある。そのため透析法など F1に結合したヌクレオチドの量を調
べるような実験方法だと結合したのが触媒部位なのか非触媒部位なのかが判断できない。
Y341W)は触媒部位に結合したヌクレオチドの塩基部分の近くに位置するチロシン(Y)を
トリプトファン(W)に置換した変異体である(図 2.2.1 A)。トリプトファンは蛍光をもち 300 
nm の励起光を当てられると、350 nm あたりにピークを持つ蛍光を発する。このトリプト
ファンの蛍光は触媒部位にヌクレオチドが結合すると消える 54–57。これはヌクレオチドの
塩基部分とトリプトファンが相互作用するためだと考えられている。この蛍光強度の変化
は非触媒部位にヌクレオチドが結合しても起きない。つまり触媒部位の結合だけ見ること
もできる。溶液系の測定で Y341W 変異体の蛍光強度の変化を測定すると、触媒部位へのヌ
クレオチドの占有率を見ることができる。溶液にヌクレオチドが含まれない場合占有率は 0
のため蛍光強度は最大である。そこにヌクレオチドを加えると、触媒部位にヌクレオチド
が結合していくので蛍光強度は下がる。十分な時間がたてば触媒部位に結合するヌクレオ
チドの数と解離する数が釣り合う平衡状態になるので蛍光強度は一定になる。触媒部位へ
のヌクレオチド結合に対応してトリプトファンの蛍光強度は小さくなり、ほぼ全てのトリ
プトファン変異体の触媒部位にヌクレオチドが結合する飽和濃度では、トリプトファンの
蛍光もほぼなくなる(図 2.2.1 B)。つまり蛍光強度の変化とヌクレオチド濃度の関係から、
触媒部位へのヌクレオチド結合の親和性を測定することができる。 
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図 2.2.1 A：トリプトファンを導入した位置。トリプトファンは触媒部位に結合したヌクレ
オチドの塩基部分が結合する位置のチロシンを置換することで導入した。図は PyMOL
（http://www.pymol.org）で結晶構造のチロシンをトリプトファンに置き換えたもの。灰色
はサブユニットの二次構造である。B：トリプトファン変異体の蛍光スペクトル。実線は
ヌクレオチド投入後の溶液のスペクトルからトリプトファン変異体投入前の buffer の蛍光
スペクトルを引いたもの。グラフ中の数字は投入した MgADP の終濃度。0 uM の時はトリ
プトファン変異体に結合しているヌクレオチドは無いので、溶液中の全てのトリプトファ
ン変異体が蛍光を発している。投入した MgADP 濃度が高くなるにしたがってヌクレオチ
ドが結合したトリプトファン変異体の割合が増えていくので溶液全体の蛍光も弱くなる。
1000 uM MgADPでほぼ全てのトリプトファン変異体の触媒部位にADPが結合した状態に
なるのでトリプトファン由来の蛍光は無くなる。水色の実線が 410 nm 付近にピークをもつ
蛍光スペクトルになっているのは、投入したADPに含まれている混入物によるものである。 
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2.3 測定方法と解析方法 
2.3.1 Y341W 変異体の蛍光強度の時間変化測定 
触媒部位へのヌクレオチドの結合を調べるために、トリプトファンの蛍光の時間変化測
定を行い、溶液へのヌクレオチド投入による蛍光の消光率を求めた(図 2.3.1 A)。蛍光の消
光率とは溶液中にヌクレオチドが存在しないときのY341W のみの蛍光強度を 1 としたと
きのヌクレオチド投入によって減少した蛍光強度の割合である。測定の流れを簡単に書く
と 
1. buffer のみの蛍光強度を測定する。 
2. buffer のみの蛍光スペクトルを測定する。 
3. 溶液に F1を投入する 
4. F1投入後の蛍光スペクトルを測定する。 
5. 蛍光強度の時間変化測定を開始して、途中でヌクレオチドを投入する。 
6. 最終的な溶液の蛍光スペクトルを測定する。 
2, 4, 6 の操作は実際にトリプトファンの蛍光が消光しているか確かめるために行っている。
トリプトファンの蛍光は 340 nm あたりに 1 つのピークを持つので、蛍光強度の変化の原
因がトリプトファンの消光以外だとすると蛍光スペクトルの形がゆがむためである。消光
率の測定は 1 と 5 で測定した蛍光強度から求めた。1 で測定した buffer のみのときの蛍光
強度(Fbuffer)と、5 で測定したヌクレオチド投入前の buffer と F1の蛍光強度(Fbuffer+F1)、そ
して 5 で測定したヌクレオチド投入後の蛍光強度(Fbuffer+F1+Nuc)を使うと消光率(∆F)を求め
る式は 
∆F = 1 −
Fbuffer+F1+Nuc − Fbuffer
Fbuffer+F1 − Fbuffer
                      (2.1) 
となる。測定は複数のヌクレオチド濃度条件で行い、単体の場合はヌクレオチドが殆ど結
合していないサンプルの数倍の濃度から、殆どのサブユニットにヌクレオチドが結合した
飽和濃度までで測定した。サブコンプレックスの場合は平均して 2 個ずつ結合している濃
度から、全ての触媒部位にヌクレオチドが結合した飽和濃度までで測定した。 
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2.3.2消光率のグラフから解離定数を求める 
結合の強さを調べるために、蛍光測定で𝐾𝑑を求めた。𝐾𝑑は解離定数で 
ESSE   
off
on
k
k
      (2.2) 
の結合反応が平衡状態になっている時の結合の速度定数𝑘𝑜𝑛と解離の速度定数𝑘𝑜𝑓𝑓の比で決
まる定数である。E はタンパク質、S は基質、ES はタンパク質と基質が結合したものを表
し、𝑘onは結合の速度定数、𝑘off解離の速度定数である。この値が大きければその結合の親
和性は低いということである。また F1 の触媒部位への結合を考えたときには、半分の F1
の触媒部位にヌクレオチドが結合するときの溶液のヌクレオチド濃度でもある。また平衡
状態では次の式をみたす。 
𝐾𝑑 =
𝑘𝑜𝑓𝑓
𝑘𝑜𝑛
=
[E]𝑒𝑞[S]𝑒𝑞
[ES]𝑒𝑞
         (2.3) 
この𝐾𝑑を Trp ミュータントの蛍光の消光率のグラフから求めた(図 2.3.1 B)。 
単体の場合は触媒部位が 1 つだけなので 
∆F =
[Nuc]
𝐾d + [Nuc]
(A2 − A1) + A1 (2.4) 
から求めた。A1, A2 はそれぞれヌクレオチド濃度が 0 と∞の極限で、測定で調べるのは消
光率が A1 から A2 までの変化の様子である。サブコンプレックスの場合触媒部位が 3 つあ
るので解離定数も𝐾d1, 𝐾d2, 𝐾d3の 3 つ存在する。ただし𝐾d1, 𝐾d2は𝐾d3に比べて非常に小さい
58。そのため投入したヌクレオチドの量と溶液中のサブコンプレックスの量の比が 2 : 1 を
超えるまでは、投入したヌクレオチドのほぼすべてがサブコンプレックスに結合する。2 : 1
を超えると次のヌクレオチド結合の解離定数は𝐾d3なので、ヌクレオチド投入量に対して消
光率の変化はなだらかになる(図 2.3.1 B)。今回測定するヌクレオチド濃度では全てのサブ
コンプレックスに 2 個ずつヌクレオチドが結合した状態から、3 個ずつヌクレオチドが結合
した状態の間を見ることになる。そのためサブコンプレックスの𝐾d3を求める式も 
∆F =
[Nuc]
𝐾d3 + [Nuc]
(A2 − A1) + A1 (2.5) 
から求めた。A1, A2 の意味は式(2.4)の A1, A2 と同じである。 
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図 2.3.1 A：蛍光強度の時間変化測定。50 nM 3(Y341W)3投入後から測定を開始して 50 
secでMgADPを投入した。グラフ中の数字はMgADPの終濃度。𝐅𝐛𝐮𝐟𝐟𝐞𝐫+𝐅𝟏と𝐅𝐛𝐮𝐟𝐟𝐞𝐫+𝐅𝟏+𝐍𝐮𝐜は
それぞれヌクレオチド投入の 10 sec 前と 80sec 後の蛍光強度から求めている。B：蛍光の
消光率とヌクレオチドの終濃度の関係。縦軸が∆𝐅で横軸が[Nuc]である。データは
3(Y341W)3と ADP の結合の測定から求めた物である。右下に挿入されたグラフは 0.5 
uM ADP 以下の部分を抜き出したもので横軸を線形のプロットにしている。実線は式(2.5)
でフィッティングした線である。測定は 50 nM 3(Y341W)3で行っており、uM ADP
以下では結合できる触媒部位よりも溶液中の ADP が少ないので投入した ADP が全て結合
する。 
 
 
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3(Y341W, E190Q)3での𝑲𝒅の出し方 
3(Y341W, E190Q)3へのNTP結合では𝐾d2 ≪ 𝐾d3だったため𝐾d3は式(2.5)から求めるこ
とができた(図 2.3.2 A)。一方3(Y341W, E190Q)3への ADP 結合では 0.1 uM ADP でもヌ
クレオチドが 2 個ずつ結合していない(図 2.3.2 B)。これは𝐾d2が高いために 0.1 uM でも 2
個目の結合の飽和濃度に達していないためである。そのため3(Y341W, E190Q)3への
ADP 結合の解離定数は 
∆F = B1 + B2 ×
[Nuc]
𝐾d2 + [Nuc]
+ B3 ×
[Nuc]
𝐾d3 + [Nuc]
     (2.6) 
から求めた。また GDP と IDP 結合は𝐾d2の値が高く、式(2.6)のフィッティングでも𝐾d3を
定量的に求めることはできなかった。 
 
図 2.3.2 A：3(Y341W, E190Q)3への ATP 結合のグラフ。赤い実線は式(2.5)のフィッテ
ィング。3(Y341W)3への ADP 結合と同様に𝑲𝐝𝟐 ≪ 𝑲𝐝𝟑であるため低濃度 ATP のあたり
でグラフがプラトーになっている。B：3(Y341W, E190Q)3への ADP 結合のグラフ。赤
い実線は式(2.6)のフィッティング。A とは異なり𝑲𝐝𝟐の値が𝑲𝐝𝟑に近いため低濃度 ADP の
あたりでグラフがプラトーになっていない。 
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2.3.3 van’t Hoff plotから結合の熱力学的パラメータを求める 
熱力学的パラメータは解離定数の温度依存性から求めた。解離定数の測定は 4~50℃の範
囲で行い、縦軸を解離定数の対数、横軸を絶対温度の逆数とする van’t Hoff plot を描いた。
ギブスの自由エネルギー変化(∆G0 )はエントロピー変化(∆S0 )とエンタルピー変化(∆H0 )か
ら 
∆G0 = ∆H0 − T∆S0                                (2.7) 
と表すことができる。また∆G0 と解離定数の式 
∆G0 = RTln𝐾𝑑                   (2.8) 
から 
ln𝐾𝑑 =
∆H0
RT
−
∆S0
R
       (2.9) 
の関係を得ることができる。R は気体定数で T は絶対温度である。 
エントロピーとエンタルピーの温度依存性が無視できるときは、式(2.9)の両辺を温度の逆
数で微分すると。 
d(ln𝐾𝑑)
d(1/T)
=
∆H0
R
                 (2.10)  
となりエンタルピーを求めることができる。 
van’t Hoff plot から熱力学的パラメータの値を精度よく求めるには測定温度の幅を取る必
要がある。本研究で調べる TF1 は中等度好熱菌由来のタンパク質であり熱に対して強い耐
性をもつ。TF1 は 60℃～4°の範囲で温度変化が起こっても熱変性せず ATP 加水分解活性
を持つ(図 2.3.3)。そのため本研究でも 4~50℃の温度範囲で測定することにした。 
 
図 2.3.3 4～45°で測定した ATP の加水分解活性。縦軸は F1 一分子あたりの ATP 加水分
解速度で LDAO 投入 10 秒後(ADP 阻害状態から回復している状態)での測定結果から求め
た。測定中の ATP 濃度は 1 mMで ATP 再生系が含まれている。 
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2.4 結果 
今回測定した温度範囲では全ての結合の van’t Hoff plotが直線とみなすことができた（図
2.4.1）。そのため今回求めたエンタルピーとエントロピーの温度依存性は、測定した温度範
囲で無視することができる。van’ t Hoff plotから求めた結合の熱力学的パラメータは表 2.1
～4 にまとめた。表の値は平均値±標準誤差である。 
 
図 2.4.1 各タンパク質へのヌクレオチド結合の van’t Hoff plot。各点が測定から求めた
𝑲𝒅, 𝑲𝒅𝟑の値で、実線は𝐥𝐧𝑲𝒅 = ∆𝐇
𝟎 𝐑𝐓⁄ − ∆𝐒𝟎 𝐑⁄ でのフィッティング。赤い○が ATP, ピン
クの●が ADP, 緑の○が GTP, 黄緑の●が GDP, 青の○が ITP, 水色の●が IDP のデータ
である。 
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表 2.1 β (Y341W)単体の結果 
 
 
 
 
 
 
 
 
表 2.2 β (Y341W, E190Q)単体の結果 
 
 
 
 
 
 
 
 
表 2.3 α3β(Y341W)3γの結果 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
表 2.4 α3β(Y341W)3γの結果 
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2.4.1  (Y341W)への結合のパラメータ  
表 2.1 より、25℃での𝐾dおよび∆G
𝟎の値は同じ塩基のヌクレオチドの間には差がなかった。
つまり(Y341W)への結合にヌクレオチドのリン酸の数はほぼ影響していないという事に
なる。一方塩基の構造は親和性に大きな影響を与えた。親和性は ATP/ADP > GTP/GDP > 
ITP/IDP となっており、加水分解や回転の親和性と対応する結果となった。 
∆H𝟎はどのヌクレオチドでも負の値となった。大きさを比べると ITP < ADP/GTP < ATP/ 
GDP < IDP の順番で ITP と ATP/GDP の差が 1 kJ/mol、ADP/GTP と ATP/GDP の差が 2 
kJ/mol、ATP/GDP と IDP の差が 3 kJ/mol である。標準誤差は ITP のみ 2 kJ/mol でそれ
以外が 1 kJ/mol である。塩基の違いで比較すると、ATP/ADP と GTP/GDP は(A, G)TP と
(A, G)DP の値が 2 kJ/mol 離れているが、ITP と IDP は 6 kJ/mol も離れている。標準誤差
も含めて考えると明らかな差があると言えるのは ITP と IDP である。van’t Hoff plot を見
ると低温では NTP とNDP の𝐾dはほぼ同じ値であるのに対して高温でわずかな差が出てい
るようにも見える。 
∆S𝟎の値はどのヌクレオチドでも負になった。大きさは ITP < GTP < IDP < GDP < ADP < 
ATP であり親和性の低い塩基のヌクレオチドの方が大きな負の∆S𝟎だった。これは∆H𝟎がヌ
クレオチド間であまり差がないのに比べ、塩基の差によって∆G𝟎の違いがはっきり表れたか
らである。NTP と NDP の∆S𝟎比較をすると ADP が ATP より 6 J/mol/K 小さい、GDP が
GTP より 10 J/mol/K 大きい、IDP が ITP より 18 J/mol/K 大きい値であった。誤差は IDP
が J/mol/K、それ以外が J/mol/K である。 
25℃での∆G𝟎への∆H𝟎と−T∆S𝟎寄与は∆H𝟎が負の値で、−T∆S𝟎が正の値であり逆の寄与に
なった。∆H𝟎に対して−T∆S𝟎は 4～6 割の大きさなので∆G𝟎は負の値となり、ヌクレオチド
結合反応がエンタルピー駆動となっているのが解る。 
 
2.4.2  (Y341W, E190Q)への結合のパラメータ  
表 2.2 より、25℃での𝐾dおよび∆G
𝟎の値は同じ塩基のヌクレオチドでも異なり、NTP の𝐾d
は NDP に比べ約 2 倍の値だった。また NTP の∆G𝟎は NDP に比べ 1.5~2 kJ/mol 大きい値
だった。vant’t Hoff plot を見ると明らかに NTP と NDP の結合の親和性は異なっているこ
とがわかる。 
∆H𝟎はどのヌクレオチドでも負の値となった。大きさを比べると GDP < GTP/IDP < ITP 
<ADP < ATP の順番で、GTP/IDP, ITP, ADP にはほとんど差がない。NTP と NDP を比べ
ると NDP < NTP となっており GTP が GDP より 4 kJ/mol kJ 大きく、ATP は ADP より
2.7 kJ/mol 大きく、ITP は IDP より 0.7 kJ/mol おおきい。。 
∆S𝟎の値は正のものと負のものがある。ATP と ADP は正の値で、それ以外は負の値であ
る。値は GDP < ITP < GTP/IDP < ADP < ATP であり負の値の４つが似た値で、ATP と
ADP が近い値である。 
25℃での∆G𝟎への∆H𝟎と−T∆S𝟎寄与は∆H𝟎の寄与が大きい。∆H𝟎と∆G𝟎の値の差は大きくて
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も 5 kJ/molしか差がない。−T∆S𝟎はATPとADPが負の値であり残りの 4つが正の値だが、
∆H𝟎に比べ−T∆S𝟎の値は 1/4~1/3 である。 
 
2.4.3  3(Y341W)3への結合のパラメータ 
表2.3よりNTPは加水分解してしまうのでADP, GDP, IDPの結合のデータのみである。 
25℃での𝐾dおよび∆G
𝟎の値は𝐾dが ADP < GDP < IDP で∆G
𝟎は ADP < GDP < IDP となった。 
∆H𝟎は ADP が GDP, IDP よりも 4 kJ/mol 大きく、GDP, IDP はほぼ同じ値だった。 
∆S𝟎の値は ADP と GDP が正の値で、IDP が負の値になった。ただし IDP の値は小さく
ほぼ 0 だと見なせる。 
25℃での∆G𝟎への∆H𝟎と−T∆S𝟎寄与は ADP と GDP はどちらも負の値で、IDP はほぼ∆H𝟎
のみであった。∆H𝟎と−T∆S𝟎値は ADP が－18 kJ/mol と－10.2 kJ/mol で GDP は－22 
kJ/mol と－1.6 kJ/mol であり∆G𝟎は ADP 以外はほぼ∆H𝟎で決まっている。 
 
2.4.4  3(Y341W, E190Q)3への結合のパラメータ 
表 2.4 より 25℃での𝐾dおよび∆G
𝟎の値は𝐾dが ADP <ATP<GTP < ITP で∆G
𝟎は ADP > 
ATP > GTP > ITPとなった。ATPとADPの∆G𝟎の値はほぼ同じで差は 0.8 kJ/molだった。 
∆H𝟎は ATP, GTP, ITP がほぼ同じ値であるのに対して、ADP は ATP より 8 kJ/mol 大き
い値だった。 
∆S𝟎の値は ATP に対して GTP が 14 J/mol/K 低い値で、ITP が 22 J/mol/K 低い値であっ
たのに対し、ADP は 29 J/mol/K 高い値で ADP のみ正の値になった。 
25℃での∆G𝟎への∆H𝟎と−T∆S𝟎寄与は ADP がどちらも負の値なのに対して、ATP, GTP, 
ITP は−T∆S𝟎は正の値だった。ATP と ADP は∆G𝟎の値はほぼ同じだったが、ATP より ADP
の∆H𝟎による寄与が 8 kJ/mol 小さくなるのに対して、−T∆S𝟎の寄与は 8.7 kJ/mol 大きくな
っていた。 
 
2.4.5  塩基が異なるヌクレオチドは𝐾𝑑が大幅に異なる 
基本的に同じ塩基を持つヌクレオチドの𝐾dは似たような値で I(T,D)P > G(T,D)P > 
A(T,D)P であった。この結果は活性測定、回転観察から求められた ATP, GTP, ITP の親和
性の結果と一致する。このことは親和性の大きさには塩基の構造による影響が強いという
ことを表す。𝐾dの対数から計算される∆G
𝟎では同じ塩基のヌクレオチド同士の差はさらに小
さくなる。逆に熱力学的パラメータは塩基以外の要因も大きい。例えば単体との結合では
(E190Q)変異の有無にかかわらず塩基の構造が変わっても似たような∆H𝟎になるが、
(E190Q)変異の導入によって大きく∆H𝟎が増加しており、塩基の構造より変異の影響が強
い。サブコンプレックスの結果を見ると、(Y341W, E190Q)3への結合の∆H𝟎は ATP, GDP, 
ITP は似たような値だが、ADP が明らかに異なる値となっておりこちらはヌクレオチドの
リン酸の数の影響が大きい。 
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∆S𝟎の値は塩基の構造の差が表れている。どのサンプルとの結合でも ATP, ADP が明らか
に GTP, GDP, ITP, IDP よりも大きい。サブコンプレックスとの結合では GTP > ITP, GDP 
> IDP だが、単体との結合は GTP > ITP で GDP と IDP の差は小さくサンプルによって異
なっていた。ヌクレオチドの塩基部分はフェニルアラニンやチロシンなどの残基とπ結合
によって結合している。ATP や ADP が触媒部位に結合するときは、全体が伸びた状態で結
合しており、塩基が結合する場所は反応に重要な残基が集まるリン酸部分からは遠い位置
にある。塩基の違いによる∆S𝟎の差はこのπ結合の強さの影響が大きいだろう。ATP, ADP
が明らかに GTP, GDP, ITP, IDP よりも大きいのは A(T,D)Pの𝐾dが G(T,D)P の約 10 分の 1
であるのに対して G(T,D)P と I(T,D)P は 2 倍程度しか変わらないのを反映しているためだ
と考えられる。一方∆H𝟎は明らかな塩基の違いが表れなかった。これは∆S𝟎に比べて∆H𝟎へ
の塩基の構造による寄与が小さいためだと考えられる。 
 
2.4.6  E190Qの影響は単体とサブコンプレックスで異なる 
(Y341W, E190Q)単体へのATP結合の𝐾dは(Y341W)単体へのATP結合の 3倍くらいに
増えているのに対して、ADP 結合の𝐾dの上昇は 1.5 倍ほどであった。この変化は∆G
𝟎に直
すと ATP は(Y341W, E190Q)単体の方が 2.8 kJ/mol の上昇で、ADP は 0.8 kJ/mol の上昇
である。一方(Y341W, E190Q)単体の熱力学的パラメータは(Y341W)単体比べて、ATP
結合の∆H𝟎は 16.7 kJ/mol上昇で∆S𝟎は 47 J/mol/K上昇(−T∆S𝟎だと 14 kJ/molの減少)、ADP
結合の∆H𝟎は 16 kJ/mol上昇で∆S𝟎は 51 J/mol/K上昇(−T∆S𝟎だと 15 kJ/molの減少)だった。
∆G𝟎への寄与を見ると∆H𝟎の上昇と−T∆S𝟎の減少が打ち消し合うことで結果的には∆G𝟎があ
まり変化していない。E190Q 変異は結合の親和性でなく、結合反応の∆G𝟎へのH𝟎と−T∆S𝟎
の寄与を変えたことになる。E190Q の影響はリン酸を囲む水の不安定化であると考えら
れる。E190Q 変異によるエントロピー増加とエンタルピー増加は GTP, GDP, ITP, IDP で
も確認することができた。ただし ATP, ADP に比べ小さい。塩基の構造の影響は不明だが
ヌクレオチドの塩基部分とE190 の距離が非常に離れていることから、塩基部分とE190Q
相互作用による影響はほぼないと考えている。 
単体の時ははっきりとE190Q の影響が出ていたがサブコンプレックスの場合には逆に
影響があまりないように見える。(Y341W)3と(Y341W, E190Q)3への ADP 結合の比
較をすると、E190Qによって𝐾dは一割上昇、∆H
𝟎は 3 kJ/mol 小さく、∆S𝟎は 9 J/mol/K 小
さかった。𝐾dの値は測定した温度範囲では近い値をとり(図 2.4.2)、∆H
𝟎, ∆S𝟎の変化も単体
の時に比べ小さい（表 2.5）。ただし(Y341W)3での NTP 結合の測定はしていないので、
(Y341W, E190Q)3への NTP 結合の熱力学的パラメータがE190Qの影響を受けていな
いとは言い切れない。E190Q の影響については主に 2 つの可能性が考えられる。1 つ目は
ADP 結合のようにほぼ影響がない場合である。この時は(Y341W)単体への NTP 結合と
(Y341W, E190Q)3への NTP 結合のパラメータを直接比較することができる。もう一つ
は(Y341W, E190Q)単体と同様の影響が(Y341W, E190Q)3へのNTP結合のパラメータ
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に表れている場合である。(Y341W, E190Q)単体への NTP 結合のパラメータは、(Y341W)
単体への NTP 結合のパラメータに比べ∆H𝟎と∆S𝟎の値が上昇していたので、(Y341W)単体
と3(Y341W, E190Q)3で比較するには3(Y341W, E190Q)3へのNTP 結合の熱力学的パ
ラメータからE190Q の影響による分だけ引き算して考えなくてはならない。ただし定量的
にはどれほどの影響が出ているのか不明なので、(Y341W)単体と3(Y341W, E190Q) 3
を直接比較しても定量的な議論は難しいと言える。 
 
図 2.4.2 3 (Y341W) 3と3(Y341W, E190Q)3への ADP 結合の van’t Hoff plot 実線はそ
れぞれ式（2.9）でフィッティングした直線。 
 
表 2.5 E190Q による ADP 結合の熱力学的パラメータへの影響。単体同士とサブコンプレ
ックス同士のパラメータの差をまとめた。表の値は(Y341W, E190Q)単体から(Y341W)
単体の値を引いたものと、3(Y341W, E190Q)3から3(Y341W,)3の値を引いた値。 
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2.4.7  (Y341W)と3(Y341W)3の比較図参照
(Y341W)単体と3(Y341W)3サブコンプレックスへのNDP結合の熱力学的パラメータ
を比較した(図 2.4.3)。 
∆G𝟎の値には大きな差がなく一番差が大きいのが IDP でサブコンプレックスの方が 0.8 
kJ/mol大きく、一番差が小さいのがGDPでサブコンプレックスの方が0.2 kJ/mol小さい。 
∆H𝟎はサブコンプレックスの方が大きい値で負の値の減少により発熱量が減っている。差が
一番大きいのは ADP でサブコンプレックスは単体より 18 kJ/mol 大きく、差が一番小さい
のが IDP でサブコンプレクスの方が 11 kJ/mol 大きい。つまり親和性の高いヌクレオチド
の方が差が大きいともいえる。 
一方∆S𝟎はサブコンプレックスの方が単体に比べ大きくADPとGDPは負の値から正の値
になり、IDP は負の値からほぼ 0 になった。単体に比べたサブコンプレックスの∆S𝟎の値は
ADP で 64 J/mol/K, GDP で 47 J/mol/K, IDP で 42 J/mol/K と大きく増大していた。エン
トロピーの増大は∆G𝟎には負の値の寄与であり、∆H𝟎の負の値の減少をほぼ打ち消すように
なっていた。 
 
(Y341W, E190Q)と3(Y341W, E190Q)3の比較図参照
(Y341W, E190Q)単体と3(Y341W, E190Q)3サブコンプレックスへのADP結合とNTP
結合の熱力学的パラメータを比較した(図 2.4.4)。 
まず ADP 結合については∆G𝟎の値にはほぼ差がなくサブコンプレックスの方が 0.02 
kJ/mol 小さかった。∆H𝟎の値はサブコンプレックスの方が 1kJ/mol 増えており、∆S𝟎の 
値は 4 J/mol/K の増加で、差は小さかった。 
一方 NTP の結合の場合は∆G𝟎の値がほぼ同じであるのは変わらないが、∆H𝟎と∆S𝟎の値に
差が出た。∆H𝟎はサブコンプレックスの方が小さい値でで負の値の増加により発熱量が増え
ている。差が一番大きいのは ATP でサブコンプレックスは単体より 10 kJ/mol 小さく、差
が一番小さいのが ITP でサブコンプレクスの方が 4.7 kJ/mol 大きい。つまり親和性の高い
ヌクレオチドの方が差が大きいともいえる。 
対して∆S𝟎はサブコンプレックスの方が単体に比べ小さく ATP は正の値から負の値にな
り、GTP と ITP はより大きい負の値になった。単体に比べたサブコンプレックスの∆S𝟎の
値は ADP で 27 J/mol/K, GDP で 9 J/mol/K, IDP で 13 J/mol/Kと減少。エントロピーの減
少は∆G𝟎には正の値の寄与であり、∆H𝟎の負の値の増加をほぼ打ち消すようになっていた。 
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図 2.4.3 (Y341W)単体と3(Y341W)3サブコンプレックスへのNDP結合の熱力学的パラ
メータの比較。 
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図 2.4.4 (Y341W,E190Q)単体と3(Y341W. E190Q)3サブコンプレックスへの ADP と
NTP 結合の熱力学的パラメータの比較。 
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2.4.9 複合体の効果のまとめ 
図と図から単体に対するサブコンプレックスの効果は次のようにまとめられる。
∆G𝟎には明らかな差がなく∆H𝟎と−T∆S𝟎の差が打ち消し合っている。 
NDP の結合は∆H𝟎が増加して、∆S𝟎も増加する。 
NTP の結合は∆H𝟎が減少して、∆S𝟎も減少する。 
また表 2.4 の3(Y341W, E190Q)3の結果では ATP と ADP の結合の熱力学的パラメー
タには明らかな差があるのに対して、単体への結合の熱力学的パラメータは NTP と NDP
で大きな差がない。つまり複合体をつくりサブコンプレックスになることで ATP と ADP
結合に差が生まれていると言える。 
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2.5 考察 
2.5.1 結合の形成によるエントロピーへの寄与 
(Y341W)単体と3(Y341W) 3への NDP 結合を比較する。単体と比べるとサブコンプレ
ックスへの NDP 結合の親和性はあまり変わっていない。単体からサブコンプレックスにな
ることで ADP 結合の解離定数は 7.5 uM から 8.9 uM に、GDP は 65 uM から 59 uM に、
IDP は 180 uM から 128 uM になっている。IDP だけ見ると親和性が上がっているように
見えるが、ADP と GDP をみるとあまり変化は無いようにも見える。一方サブコンプレッ
クスの∆H𝟎と∆S𝟎は単体と比較して明らかに上昇した。 
興味深いのは NDP 結合のエントロピーの上昇である。一般に水素結合が多くなると結合
状態は安定化するためエントロピーは減少するはずである。ヌクレオチドの結合部位はサ
ブユニットとサブユニットの界面に存在するため、NDP, NTP ともにサブユニットの分
だけ単体よりもサブコンプレックスの方が結合の数は多い(図 2.5.1)。NTP の結合ではサ
ブコンプレックスの方がエントロピーが減少している。結合だけ考えると ADP 結合の場合
も、サブコンプレックスの方がエントロピーが減少すると考えられる。しかし対し
3(Y341W) 3への ADP 結合のエントロピーは上昇している。サブコンプレックスと単体
の解離定数は近い値なので、結合以外のエントロピーを上昇させる要因が強く出ていると
考えられる。サブコンプレックスのエントロピーが大きいことから、サブユニット同士の
相互作用による影響が、エントロピー上昇の要因になっていると考えた。 
 
図 2.5.13 3の触媒部位の構造。ADP 結合状態と、ATP の代替である AMP-PNP 結合状
態のどちらでもヌクレオチドの近くにサブユニットの残基があり結合を作っている。
R373 残基は ATP 加水分解に重要な残基であり、リン酸部分と結合を作る。 
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2.5.2  水のエントロピー増加による F1の回転メカニズム   
今回の測定結果を説明する論文を探したところ、水の排除体積効果による F1 の回転メカ
ニズムを説明する論文を見つけた 59。この論文ではヌクレオチド結合による回転が排除体積
効果による水のエントロピー増加を利用しているというタイトパッキングについて MD シ
ミュレーションで確かめた。排除体積効果とは表面に水の入り込めない排除空間をもつ疎
水性残基がパッキングすることで、排除体積が減少し結果的に水の並進エントロピーが増
加する効果である(図 2.4.6 A)。エントロピー増加はギブスの自由エネルギーを減少させる
ので、排除体積効果によって疎水性残基がタイトにパッキングする。吉留らは疎水性相互
作用によって複合体を作る F1の回転メカニズムを排除体積効果によるタイトパッキングに
よって説明した。図 2.4.6 B は 3 つのサブユニットに AMP-PNP と ADP と何も結合して
いないときの構造である。この構造は 80°サブステップごの構造で AMP-PNP が結合して
いるサブユニットでの加水分解待ちの状態である。触媒部位の存在する界面の内 ADP
が結合した界面がタイトにパッキングしており、残りの 2 ヶ所のパッキングは弱い。この
結晶構造から MD シミュレーションは 80°サブステップ時に ADP 結合界面からは水の追
い出しが起きるが、ATP 結合界面では追い出しが無いことを明らかにした。つまり ADP 結
合界面での水のエントロピー増加による自由エネルギー変化を利用してF1は80°のサブス
テップを行っていると考えられる。この計算結果からは ADP 結合でエントロピーが増大す
ること、ATP 結合ではエントロピーが増大しない事、界面からの水の追い出しによる効
果なので単体では起こりえない事が言える。この結果は今回の測定結果と同じ傾向である。
つまり今回の実験結果はこの論文ので提唱されたエントロピー増加によるF1の80°のサブ
ステップを裏付ける結果であると考えられる。 
 
図 2.4.6  A：水の排除体積効果による疎水性残基のパッキング。残基表面の水の排除空間
(灰色)の部分が重なると排除体積が減少するので水が自由に動ける空間が増える。B：触媒
部位の存在する界面のパッキング。3 つの触媒部位の存在する界面のパッキング(灰色の
三角)は同じでなくADPが結合したところが一番強い。MDシミュレーションによって80°
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サブステップ後にそれぞれの界面の水の出入りと、それぞれのエントロピーの変化が計算
された。文献 59 より改変 
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第三章 
外力存在下の F1の一分子回転観察 
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3.1 外部トルクによる F1の回転への影響 
3.1.1 外部トルクの大きさで F1の反応の方向が決まる 
第 3 章の目的は F1の回転と外部トルクの関係について調べることである。F1は ATP を
加水分解することで一方向の回転運動行うが(図 3.1.1 A)1、強い外部からの力でサブユニッ
トを逆方向に回転させられると ATP を合成する(図 3.1.1 B)11 。この反応は外部トルクが
F1に対して仕事をすることで、F1の反応を逆転させているために起きている。溶液の温度
などの環境を変えたり、別の触媒を入れることなく F1に対する力学的な仕事によって反応
の方向を逆転させているのは非常に興味深い。外部トルクと F1の回転および反応の方向に
ついて詳しく調べるためには F1に加えている外部トルクの大きさを正確に知る必要がある。
回転電場法は任意の大きさの一定外力を加えることができるため、外部トルクの大きさを
変数として F1 の回転への影響を調べることができる 9,10。外部トルクと平均回転速度の関
係を調べた研究からは、外部トルクを横軸にとると F1の平均回転速度は連続的に変化して
いた 10。また平衡状態では 120°のステップと ATP 加水分解/合成の反応が 1: 1 で対応して
いることが明らかになった 10。この結果は外部トルクが 120°の間に F1にする仕事の大き
さWとATP加水分解から得られる自由エネルギー変化∆μの大きさで平均的な F1の反応の
方向を説明できることを意味する。つまりW − ∆μ < 0の時は ATP 加水分解による自由エネ
ルギー変化の量の方が大きいので F1 は平均して加水分解方向に反応を進めサブユニット
の回転も ATP 加水分解方向に回る。一方W − ∆μ > 0の時は外部トルクによる仕事の大きさ
が勝るので F1の反応と回転は ATP 合成方向になる。またW − ∆μ = 0の時は平均して反応
はどちらの方向にも進まないので F1は平衡状態になり、どちらの方向にも同じ頻度で回転
をする。 
 
図 3.1.1  A：W<∆𝛍で加水分解方向に回転する F1。B：W>∆𝛍で合成方向に回転する F1。
外力を段階的に強くしていくと、加水分解方向の平均回転速度(?̅?)は 0 に近づき W=∆𝛍の時
に?̅? = 𝟎になる。さらに外力が強くなると合成方向の回転速度は大きくなっていく。 
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3.1.2 外部トルクによる dwell timeへの影響を調べる 
 外部トルクによる F1の平均回転速度への影響から、外部トルクと反応の方向の関係が明
らかになった。しかし平均回転速度には 1 つ 1 つの 120°ステップの情報が含まれておら
ず、回転の方向と対応した ATP 加水分解/合成反応の速度が外部トルクによってどのように
変化しているのかは不明である。サブユニットと共役した反応の速度は dwell time の解析
から調べることができる。先行研究により ATP 加水分解方向の反応の速度は外部トルクに
よって変化することと、合成方向に外部トルクを加えると徐々に加水分解方向のステップ
が減り合成方向のステップが増えているのが明らかになっている 10。本研究では遷移状態理
論を用いて外部トルクによる dwell time の変化から 120°ステップのエネルギー地形につ
いて調べた。また外部トルクによる F1のステップ回転について複数の溶液条件で調べるこ
ともされていないので、ATP, ADP, Pi 濃度やそこから決まる∆μの値がどのように影響する
のか調べた。∆μの値は ATP の濃度に対する ADP, Pi の濃度の比で決まるため(式 1.2)、ADP
を 10 倍にして Pi を 10 分の 1 にすれば∆μには影響を与えない。しかし F1の各反応素過程
を考えると合成方向に回転するときには ADP と Pi 濃度の変化が影響を与えることが予想
できる(図 3.1.2)ため調べた。 
 
図 3.1.2 明らかになっているATP加水分解のスキーム(左)と予想されるATP合成のスキー
ム(右)。右のスキームは左のスキームを逆にしたもの。たとえば左のスキームで Pi 解離の
後に 40°サブステップをしているが、右の場合では Pi が結合することで 40°逆方向にサ
ブステップをする。回転電場法で使う大きなビーズでは0°と120°の停止しか見えないが、
Pi の結合と ADP の結合は異なる場所で起きることが予想できるので、Pi, ADP の濃度変化
が合成方向のステップ回転に影響を与えることが考えられる。 
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3.2 試料 
3.2.1 測定用 buffer 
回転電場用 buffer : 5 mM MOPS-K, 1 mM MgCl2, pH =6.9 
MOPS-K はモル濃度比が MOPS : KOH = 5 : 2 の溶液を希釈したものを使用した。2 章
の測定と組成が異なるのは回転電場法は電極に電圧を加えるため、電極中心では温度が上
昇してしまうからである。溶液のイオン強度が上がると同じ電圧でも加わる外部トルクが
小さくなってしまうのでより高い電圧を加える必要がある。低い電圧で測定するために
MOPS 濃度は普段の測定などで使っている 50 mM の 1/10 にした。この組成では電圧の値
が低いときには温度変化は無視できるのは確かめてあり、今回測定で使った電圧の範囲で
は温度上昇はほぼ無視できる。 
今回の測定では合成方向の回転も見るため ADP, Pi も溶液に含まれている。初めに∆μ一
定になるように ATP と ADP を同じ割合で変化させた溶液で測定を行った。ステップ解析
を行うことができたのは表 3.1 の 4 つの条件である。1 番目と 2 番目の∆μは同じ値だが、
3, 4 番目は ADP, Pi のみ変化させたため∆μの値が変化している。 
 ATP (uM) ADP (uM) Pi (uM) ∆μ (pN ∙ nm) 
1 0.2 0.2 1000 75 
2 0.6 0.6 1000 75 
3 0.6 0.2 1000 80 
4 0.6 0.6 10 95 
表 3.1 回転観察をした時の ATP, ADP, Pi の濃度。∆μの値は式 1.2 にから求めた。 
 
3.2.2 使用する F1 
 測定には HC95 を使用した。あらかじめビオチン化をして-80℃で保存したものを解凍し
て使用した。一分子回転観察の時は変性せずに活性を残した F1の回転を見ればよいので、
回転観察用の F1は冷凍保存することができる。 
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3.3 測定方法とデータの解析 
3.3.1 チャンバーの組み方 
F1にはリングを吸着させるための His-tagがあり、N2+を介してカバーガラスに修飾
された NTA と結合している(図 3.3.1)。チャンバーを作る時は終濃度 0.2 nM の F1 入り
buffer を流し、10 min ほど吸着させた後に buffer で結合していない F1 を洗い流した。 
 
図 3.3.1 His-tagと NTA の結合。His-tagは左の緑の残基で、遺伝子操作のによって F1に
導入されている。NTA は右の茶色でガラス表面をシラン化した後に、DTT で還元してから
修飾した。 
 
プローブは直径 287 nm の polystyrene ビーズを使用した。ビーズの表面はストレプトアビ
ジンで修飾されており、ビオチン化した F1のサブユニットに特異的に結合する。またカバ
ーガラスへの非特異的なビーズの吸着を減らすために、チャンバー作成時につかう buffer
には 2 mg/mL の BSA が含まれている。BSA が F1の吸着していないところに結合してガラ
スをコーティングすることで、余分なビーズの吸着を防ぐ。1 mM ATP の条件下では 1 つ
の視界に 3~4 個の F1の回転が確認できた。しかし低濃度 F1で 3 点ステップの観察をする
ためには、低濃度でもきれいに回転している粒子を探す必要がある。 
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3.3.2 回転電場法の測定系 
図 3.3.2 は回転電場法の実験系である。F1は天井側の Ni-NTA ガラスに結合しており、
床はクロムの電極が 4 つ蒸着された電極ガラスである。天井のカバーガラスと床はサラン
ラップスペーサーで区切られており、チャンバー内の溶液の漏れを防ぐためにサランラッ
プ表面にはグリスが塗ってある。グリスでくっついているためカバーガラスは指で押すこ
とが可能で、測定の際には F1に結合したビーズが電極の中心に来るように動かした。チャ
ンバーの左右は開いており、測定中は定期的に溶液を交換することで蒸発によるイオン強
度の上昇と、ATP の消費による溶液組成の変化がないようにした。 
 
図 3.3.2  A：床の電極ガラスには Cr の電極が蒸着されている。電極は黒い 4 つのライン
で、ガラスの中心で集まっているところには電極間で隙間がある。カバーガラスは Ni-NTA
でコーティングされており、ガラスの真ん中あたりに F1 が結合している。B：F1 はカバー
ガラスからぶら下がっており、電極ガラスとカバーガラスの間はサランラップスペーサー
のため隙間がある(～15 μm)。C：4 つの電極にはπ/2ずつ位相のずれた sin 波の電圧が加え
られている(D)。周波数が高いと電場の向き(黄色)と誘電体であるビーズの誘起双極子モー
メントの向き(水色)に位相差が生じ、位相差に依存した外部トルクがビーズに加わる。 
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3.3.3 一分子回転観察の手順 
ビーズの吸着が完了したチャンバーを顕微鏡のステージにセットする。ビーズの吸着に
使用した buffer はイオン強度が高く、電場を加えると大きな電流が流れ電極中心付近の溶
液が蒸発してしまうので、まず測定用の buffer に溶液交換する。溶液交換後にブラウン回
転している粒子に対して外部トルクを加えて粒子の平均回転速度をチェックする。このと
き溶液交換が十分でなかったり、アンプと電極ガラスの電極が繋がっていないと外部トル
クが加わらないのでブラウン回転する粒子の平均回転速度で確認した。 
 その後カバーガラスを指やピンセットで動かすことでステップ回転している F1を探す。
凝集したビーズや単量体のビーズが結合した F1の回転観察ではステップ解析ができないの
で、二量体ビーズがつき楕円型のように見えている F1を探す。回転がきれいな F1 が見つ
かったら電極中心の位置に合わせて測定を開始する。 
 測定では一定の外部トルクと周期変調する外部トルクを使用した。一定の外部トルクは
大きさが時間変化しない外部トルクで、外部トルクの大きさに依存したステップ回転を観
察するときに使う。周期変調する外部トルクは大きさが周波数f0で変化する外部トルクで 
N(t) = N0 sin(2𝜋f0t)                         (3.1) 
で表せられる。周期トルクを加えると F1 の回転速度も周期的に変化する。加えたトルクに
対する F1の回転速度のの応答を調べることで、各粒子ごとの外部トルクの校正が可能にな
る(次節参照)。外部トルクの校正をするには F1 の応答が線形応答になる高周波領域で調べ
る必要があるので、f0の値は 400 Hz とした。 
測定はまず外部トルク 0 の時の測定と、周期変化する外部トルクを加えたときの測定を
行う。その後一定の外部トルクを加えたときの F1 のステップ回転を観察する。外部トルク
を加えたり時間変化などで、F1 の回転が遅くなることがあるので定期的に外部トルクなし
での回転観察と、周期変化する外部トルクを加えたときの測定を行う。 
 
3.3.4 外部トルクの校正 
  ビーズに加わる外部トルクの大きさは電場の振幅(V0)と比例定数(α)を使って 
Next = α × 𝑉0
2                          (3.2) 
と表すことができる。αの値は各ビーズごとに異なり、ビーズに加わる外部トルクの大きさ
を正確に求めるにはビーズごとにαの値を求め外部トルクの大きさを校正する必要がある。
外部トルクの校正には周期変化するトルクを加えたときの F1の回転観察のデータを使う。 
式(3.1)の外部トルクを加えたときの F1の回転速度は(v(t))式(3.3)になる。 
v(t) = v̅ + w0 sin(2𝜋f0t + φ)                 (3.3) 
v̅は平均回転速度で、w0, φは式(3.1)の外部トルクに応答する F1の回転速度の変化の振幅と
位相遅れである。w0, φはv(t)のグラフを 1/f0 秒ごとに切って重ねたアンサンブルに対して
sin 関数でフィッティングすることで求めることができる。このw0, φとC̃(f0)から外部トル
クの大きさを校正するための比例定数を求めることができる(式(3.4))。 
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α =
2kBTw0cosφ
C̃(f0)V0
2                     (3.4) 
C̃(f)は周期的な外部トルクを加えていない F1 のv(t) − v̅をフーリエ変換した時の実部であ
る。式(3.4)は F1 の回転の高周波成分では搖動散逸意定理が成り立つことから求めることが
できる。今回は 400 Hz で周期変化する外部トルクを加えたときのw0, φとC̃(f)の 400 Hz
の値を使ってトルクの校正を行った(詳しくは 4.4.2 を参照)。 
式(3.4)によるトルクの校正が正しく行われているか確認するために、回転ブラウン運動
をしている粒子に加わる外部トルクの校正を 2 つの方法を使って行った。一つは上記の周
期変化する外部トルクを使う方法で、もう一つは一定の外部トルクを加えた粒子の平均回
転速度と、回転摩擦係数Γの積から求める方法である。回転ブラウン粒子はリンカーで直接
ガラスに吸着しているか、壊れた F1 に吸着している粒子で回転方向にランダムな運動をし
ている粒子である。一定の外部トルクを加えると一方向に回転運動をする。加わる力Nextの
式は 
Next = 2𝜋 × Γ × v          (3.5) 
で表わせる。V0を上げていくと回転も速くなり、−V0の時は逆方向に回転した(図 3.3.3 A)。
回転速度はV0の 2 乗に比例して増えた(図 3.3.3 B)。V0とNextの間には 
v = A × 𝑉0
2                              (3.6) 
Next = α × 𝑉0
2                          (3.7) 
が成り立つ(A, αは比例定数)。この結果から外部トルクがV0
2に比例することが確かめられた。 
 
図 3.3.3  A：回転ブラウン粒子に回転電場で外部トルクを加えたときのトラジェクトリ。
電圧𝐕𝟎 = 𝟎の時はビーズは回転ブラウン運動をするので平均回転速度は 0 である(ピンクの
実線)。𝐕𝟎 > 𝟎の時はビーズは時計回りの方向に一定速度で回転した。𝐕𝟎 < 𝟎の時は逆に反
時計回りに回転した。B：A から求めた𝐕𝟎
𝟐と平均回転速度の関係。横軸は𝐕𝟎
𝟐に𝐕𝟎の符号を
かけた値であり、平均回転速度は時計回りの回転を＋としている。 
 
2 つの方法で構成したトルクの大きさを比較した(図 3.3.4)。直線フィットがほぼ傾き 1 に
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なっていることから、回転ブラウン運動をする粒子に対しては式(3.4)の値を使った場合で
も正しく校正できていることが確認できた。F1 の場合は自発的な回転があるため、平均回
転速度と回転摩擦係数の積から求める方法ではトルクの校正ができない。よって周期変化
する外部トルクを使い、トルクの校正を行った。 
 
図 3.3.4  外部トルクを平均回転速度と摩擦係数の積から求める方法(縦軸)と周期変化する
トルクを使う方法(横軸)の比較。実線は直線フィットの線である。 
 
3.3.4 ステップ回転の解析法 
 ステップ解析には鳥谷部により作成された F1Tracker を使った。まず F1Tracker で回転
観察で撮影した動画ファイルを画像解析して回転のトラジェクトリと角度ヒストグラムを
求める。次にステップ解析を行いトラジェクトリを step と dwell の部分に分けた。dwell 
time は dwell のひとつ前のステップが終わった場所から次のステップが始まる場所までの
時間の長さである。dwell は加水分解方向にステップする前の dwell(加水分解前の dwell)
と合成方向にステップする前の dwell(合成前の dwell)に分けた。 
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3.3.5 dwell timeの時定数の測定 
dwell time のヒストグラムは一次反応の場合 
p(t) = Aexp (−
t
τ
)                           (3.8) 
の形になる。ここでτは停止時間の時定数で、加水分解前の dwell から求めた時定数(τh)、
と合成前の dwell から求めた時定数(τs)を外力存在下で求めた。時定数は dwell time の長さ
を特徴づける値であり、一次反応のばあい𝑡̅ = τ である。 
 
3.3.6 Charactarestic lengthの導出 
式(1.8), 式(1.9)から Charactarestic length の値を求めた。式(1, 10)より Charactarestic 
lengthはdwell timeの対数を縦軸にとり横軸を外部トルクによるF1への仕事(W)にとった
時のプロットの傾きから求められる。W の値は 120°の回転の間に外部トルクが F1に対し
て行う仕事の量なので、ATP 加水分解の自由エネルギー変化(∆μ)との関係も調べるために
図 3.4.2～3.4.5 のプロットには∆μの値のところにラインを入れた。  
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3.4 結果 
3.4.1 0.2 uM ATP, 0.2 uM ADP, 1000 uM Piでの測定結果 
加水分解方向に回転する F1に外力を加えると停止時間の増加と共にステップ頻度は下が
り、W > ∆μで合成方向に回転した(図 3.4.1)。停止位置は 120°ずつ離れた 3 点で、ステッ
プ回転をしていた。 
 
図 3.4.1 外力存在下の F1の回転のトラジェクトリ。すべて同じ粒子のデータで三点ステッ
プしていたもののみをまとめた。Wの値は合成方向の外力の大きさを示す。一番強い外力
を加えた後無負荷の回転速度を測定したところ、最初に無負荷のときの回転速度と同程度
の速度に戻っていた。 
 
合成方向の回転はスリップのようなステップが見られたので、それは除いて停止時間の
ヒストグラムを式(3.8)でフィッティングをした。加水分解方向の停止時間からは時定数(𝜏ℎ)
が求められ、合成方向の停止時間からは時定数(𝜏𝑠)が求められた。𝜏ℎは外力の増加と共に大
きくなり、𝜏𝑠は外力の増加と共に減少した(図 3.4.2)。この傾向は鳥谷部の測定したデータ
の解析結果と同様である。この粒子のデータから Charactarestic length を求めると、𝑙h= 
13°, 𝑙s= 26°となった。 
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図 3.4.2  図 3.4.1 のトラジェクトリから求めた dwell time のヒストグラム。ヒストグラム
の実線は時定数を求めるためのフィッティングである。右上のグラフはこの粒子の時定数
の外力依存性。黒と赤は𝝉𝒉と𝝉𝒔へのフィッティング。青の点が平均回転速度で、黒と赤の点
がそれぞれ𝝉𝒉と𝝉𝒔である。真ん中の水色の線は stall 状態の外力を表す。 
 
図 3.4.3 A, B は同じ溶液条件で外力存在下でのステップ回転の解析した 8 粒子のデータで
ある。合成方向のステップ回転からは、極端に時定数が異なる粒子は無かった(図 3.4.3 A)。
しかし加水分解方向のステップでは外力存在下のステップ解析ができた粒子が少なく、デ
ータのばらつきも大きい。図 3.4.5 と同じようにフィッティングすると𝑙h = 13°, 𝑙s = 8°
となった。 
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図 3.4.3  A：8 粒子のデータのまとめで同じ粒子のデータを同じ色でまとめた。多くの外
力で dwell time 解析できたのは図 3.4.1 の粒子のみでほとんどは外力 0 の時ともう一つの
大きさの外力の時しか解析できなかった。B：0.2 uM ATP, 0.2 uM ADP, 1 mM Pi での時定
数の外力依存性。A のグラフを加水分解方向と合成方向で色を分けた。黒と赤の実線はそれ
ぞれ Charactarestic length を求めるためのフィッティングである。図 3.4.2 のデータと𝑙sの
値が異なっていたのは W = 180 pN・nmのデータの影響が大きかったためである。 
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3.4.2 0.6 uM ATP, 0.6 uM ADP, 1000 uM Piでの測定結果 
図3.4.4は図3.5.4のデータと0.2 uM ATP, 0.2 uM ADP, 1 mM Piのデータの比較である。
ATP 結合待ちの時間である𝜏ℎは ATP 濃度が 0.2 uM から 0.6 uM に三倍になることで短く
なっている。また𝜏ℎも同様に 0.2 uM より 0.6 uM ADP のデータの方が短い。つまり𝜏ℎも
ADP 濃度に依存した値であり、ADP 結合待ちの時間を含んだ値であることが考えられる。 
 
図 3.4.4 0.2 uM ATP=ADPの溶液条件での時定数(黒)と0.6 uM ATP=ADPの溶液条件での
時定数(青)の比較。Pi 濃度はどちらも 1 mM である。実線と点線はそれぞれ𝝉𝒉と𝝉𝒔のデータ
のフィッティング。 
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3.4.3 自由エネルギー変化を変えたとき 
図 3.4.5 は∆μが異なる溶液での測定結果である。ATP 濃度を 0.6 uM に固定して ADP 濃
度を 0.6から 0.2 uMに下げた場合とPiを 1000から 10 uMに下げた場合で測定してみた。
合成方向の停止時間が ADP 結合待ちだった場合は、Pi 濃度を下げても変化はなさそうに思
える。しかし Pi 濃度を下げることは溶液の∆μを下げることになる。∆μが下がれば F1の出
す最大トルクも下がるので、ストールの位置での釣り合いを考えると𝜏𝑠は Pi 濃度の低下も
反映するはずである。結果としては ADP 濃度の低下は𝜏𝑠を長くしたが、Pi 濃度の低下はデ
ータの定量性が悪く判断ができない。ADP 濃度を下げたデータの𝜏𝑠は 0.6 uM のものに比
べて長くなっていた。値は[ATP]=[ADP]=0.2 uM の𝜏𝑠に近く、ADP と Pi 濃度のみが𝜏𝑠を決
めることを示唆するデータである。一方 Pi を減らしたデータはデータポイントが少ないう
えに十分な長さのステップ回転のデータが取れていない。データの傾向としてはと𝜏ℎの外力
依存性が[Pi]= 1000 uM のものに比べて小さくなる代わりに𝜏𝑠の依存性は大きくなってい
るようにも見える。加水分解方向のとき Pi が影響を与えるとすれば Pi 解離による 40°サ
ブステップを阻害する Pi の減少による効果だろう。また𝜏𝑠に関しては Pi 結合待ちの影響が
あげられる。どちらにしても現時点のデータでは詳しいことはわからない。 
 
図 3.4.5 ∆μが異なる溶液での測定結果。黄緑の点と実線が 0.6 uM ATP, 0.6 uM ADP, 1 mM 
Pi での測定結果と∆μで、オレンジの点と実線が 0.6 uM ATP, 0.2 uM ADP, 1 mM Pi での測
定結果と∆μ、暗い空色の点と実線が 0.6 uM ATP, 0.6 uM ADP, 10 uM Pi での測定結果と∆μ
である。黄緑の点は図 3.5.5.のデータと同じものである。残り 2 つのデータはステップ回転
しているトラジェクトリの長さが短く、dwell time ヒストグラムからではなく dwell time
の平均値から時定数を計算した。 
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3.5 考察 
3.5.1 Characteristic lengthの合計が 120°にならなかった 
これまでに 3 つの溶液条件で Charactarestic length を測定した。ここの値は時定数のば
らつきから誤差が大きいが、共通して𝑙ℎ + 𝑙𝑠 < 120°であった。この値は明らかに誤差では
なく、𝑙ℎが 0°から遷移状態までの長さで𝑙𝑠が 120°から逆方向に遷移状態まで進んだ長さ
だとするとするとおかしい結果である(図 3.5.1)。 
 
図 3.5.1 120°ステップする間にプローブが感じる自由エネルギーの地形。ATP合成はATP
加水分解の逆反応のなので遷移状態の位置は変わらない。 
 
この結果は平衡状態では回転と反応がタイトカップリングしているという以前の結果と
も矛盾する。先行研究よりストール状態ではW = ∆μが成り立っていた。また stall 状態では
加水分解方向と合成方向の時定数が同じ値になることを考えると 
𝜏ℎ(Wstall) = 𝜏𝑆(Wstall)  (3.9) 
より式(1.8), (1.9)を代入して  
𝜏ℎ(0) × 𝑒𝑥𝑝 (
𝑙hWstall
120kBT
) = 𝜏𝑠(0) × 𝑒𝑥𝑝 (−
𝑙sWstall
120kBT
)  
𝜏𝑠(0)
𝜏ℎ(0)
= 𝑒𝑥𝑝 {(
𝑙sWstall
120kBT
) + (
𝑙hWstall
120kBT
)}             (3.10) 
時定数は反応速度の逆数なので式(3.10)は 
𝑘ℎ(0)
𝑘𝑠(0)
= 𝑒𝑥𝑝 {
(𝑙h + 𝑙s)Wstall
120kBT
}                            (3.11) 
𝑘ℎ(0)
𝑘𝑠(0)
= 𝐾𝑒𝑞(0) = exp (
∆μ
kBT
)                          (3.12) 
より(𝐾𝑒𝑞は平衡定数)式(3.11)と(3.12)から 
∆μ =
𝑙h + 𝑙s
120
  × Wstall                (3.13) 
となる。ここでWstall = ∆μが成り立つには𝑙h + 𝑙sが 120°になる必要がある。しかし測定値
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から出したデータはどう見ても𝑙ℎ + 𝑙𝑠 < 120°である。 
  
3.5.2 先行研究で発表されたデータでも𝑙ℎ + 𝑙𝑠 < 120°である 
 最初に今回測定したデータが間違っている場合を考えた。図 3.5.2 は文献 10 で発表され
たデータを解析して時定数の W 依存性をプロットしたものである。文献 10 では外部トル
クによる前後のステップ比は発表されていたが dwell time の外部トルク依存性について報
告はされていなかったため今回と同じ方法で測定した。同様に Characteristic length の値
を求めると𝑙h = 24°, 𝑙s = 31°でいずれにせよ𝑙ℎ + 𝑙𝑠 < 120°となった。本研究に比べ𝑙ℎ, 𝑙𝑠の値
が 2~3倍あるが、ステップ解析できた Wの範囲、ATP, ADP の濃度、∆μなどが異なるため、
値の差についてはっきりとした原因は不明である。 
 
図 3.5.2 0.4 uM ATP, 4 uM ADP, 1000 uM Pi 条件の F1 の回転から dwell time の時定数の
W 依存性をプロットした。データは論文 5 で発表されたもの。ステップ数が多いところは
dwell time ヒストグラムから時定数を求めているが、ステップ数が少ないところは平均時
間から求めている。 
 
次に文献 10のデータも間違えている場合を考えた。簡単に次の 3つのパターンを考えた。 
a. 𝑙ℎは合っているが𝑙𝑠が間違っていて、本当は𝑙𝑠 = 110°位の結果になるはずだった。 
b. 𝑙𝑠は合っているが𝑙ℎが間違っていて、本当は𝑙ℎ = 110°位の結果になるはずだった。 
c. どちらも間違っていて、本当は𝑙ℎ = 𝑙𝑠 = 60°位の結果になるはずだった。 
この 3 つのパターンになった場合に時定数が外力に対してどのように変化するのかを以下
の条件で計算してみた。 
1. 𝜏ℎは式(1.8)からもとめる。 
2. 回転がストールするのはW = ∆μの時で、このとき𝜏ℎ(∆μ) = 𝜏𝑠(∆μ) が成り立つとする。
W = ∆μのとき式(1.8)と式(1.9)は 
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𝜏ℎ(∆μ) = 𝜏ℎ(0) × 𝑒𝑥𝑝 (
∆μ𝑙h
120kBT
)                         (3.14) 
𝜏𝑆(∆μ) = 𝜏𝑠(0) × 𝑒𝑥𝑝 (−
∆μ𝑙s
120kBT
)            (3.15) 
𝜏ℎ(∆μ) = 𝜏𝑠(∆μ)より 
𝜏𝑠(0) = 𝜏ℎ(0) × 𝑒𝑥𝑝 {(
∆μ𝑙h
120kBT
) − (−
∆μ𝑙s
120kBT
)} 
= 𝜏ℎ(0) × 𝑒𝑥𝑝 (
∆μ
kBT
)                                               (3.16) 
より 
𝜏𝑠(W) = 𝜏ℎ(0) × 𝑒𝑥𝑝 (
∆μ
kBT
) × 𝑒𝑥𝑝 (−
∆μ𝑙s
120kBT
)         (3.17) 
3. ∆𝜇は鳥谷部の測定した溶液条件にあわせて 16kBTを使った。 
計算結果が図 3.5.3 である。 
 
図 3.5.3 a, b, c の 3 つの場合の時定数の外力依存性。○が鳥谷部による実験の測定データで
あり、●が計算した値。 
 
計算値と測定値には大きな差がある。とくに𝑙ℎ , 𝑙𝑠の値が 60°から離れるほど時定数がおか
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しい値になっている。𝑙ℎ=10°のとき𝜏𝑆が測定値に重なっているが、𝜏𝑆は大きくずれている。
これは𝑙の値が変化すると時定数が指数関数的な変化をしてしまうためである。今回外力を
変えてもステップ解析ができたのは、𝑙ℎと𝑙𝑠の値が小さいためであり、この値が少しでも大
きくなると多少の外力の変化で時定数が大幅に変わり測定中にほとんどステップしないか、
停止時間が短すぎてどんなにヌクレオチド濃度を下げても連続的な回転になってしまう。
ここまでの結果からCharactarestic lengthの値が外力に依存しないという仮定が間違って
いると考えた。 
 
3.5.3 Characteristic length が外力に依存する可能性 
 Characteristic lengthの値が外部トルクによって変化する場合はビーズの感じるポテンシ
ャルの形まで考慮する必要がある。1 番簡単な例として𝑙ℎが Wを変数とする一次関数 
𝑙ℎ = 𝑎W + 𝑏                    (3.18) 
で表せるとする。この場合加水分解方向のステップ前の dwell time の長さを決める活性化
エネルギー∆Ehは𝑙ℎと W の関数になり 
∆Eh(𝑙ℎ, W) = Eh(𝑙ℎ, 0) − Eh(0, 0) +
𝑎W + 𝑏
120
× W                    (3.19) 
となる。Eh(𝑙ℎ, 0)とEh(0, 0)は角度𝑙ℎと dwell の角度での自由エネルギー変化を表す。右辺の
第 3 項は外部トルクによる𝑙ℎの位置の自由エネルギーの上昇量である。Eh(𝑙ℎ, 0)の値はポテ
ンシャルの形を知らないと求めることができないので、dwell time の長さだけでなく F1 の
運動をより詳細に調べる必要がある。 
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3.5.4 回転のトラジェクトリからポテンシャルの形を見積もる 
プロ-ブの感じるポテンシャルの形は、F1のトラジェクトリから見積もることができる 60。
120°のステップ回転をする F1 の回転を 3 つの化学状態間の遷移と考える(図 3.5.4)。 
 
 
図 3.5.4 120°のステップ回転をする F1 は 3 つの化学状態(1, 2, 3)の間を遷移する。各化学
状態のポテンシャルの形は同じ形でポテンシャルの底の高さが∆𝛍だけずれている。各ポテ
ンシャルは 120°回転する間の 1 サイクルの反応を含んでいる。 
 
文献 60 では各化学状態のポテンシャルの形と、ポテンシャル間の遷移の位置を F1の回
転のトラジェクトリから求めた。ポテンシャルの形は図 3.5.5 のように端が切り立った形を
しており、遷移は隣り合うポテンシャルの交点で起こっていた。また遷移角度は停止角度
の近くで起こっていることが明らかになった。 
 
図 3.5.5 F1の回転トラジェクトリ(外力なし)からのポテンシャルの推定。1 つのステップは
1 つの化学状態に対応するとして、3 つの化学状態に切り分けて状態間の遷移の位置を解析
的に求めた。a：化学状態の切り分け。ｂ：トラジェクトリから求めたポテンシャル。c：
ポテンシャル間の遷移位置(色のついたヒストグラム)と角度ヒストグラム(黒の実線)。文献
60 より改変  
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3.5.4 計算による予想 
遷移の位置がポテンシャルの交点だとした時に、𝑙ℎの値がどのように変化するのか予測し
た。外部トルクを加えた時に各ポテンシャルの形がどのように変化するのか明らかになっ
ていないので、ポテンシャルの形を調和ポテンシャルと仮定した。ポテンシャル 1 とポテ
ンシャル 2 の式はプローブの角度θを使って 
U1(θ) = αθ
2 +
W𝜃
120
, U2(θ) = α(θ − 120)
2 − ∆μ +
Wθ
120
                 (3.20) 
とした。2 つのポテンシャルの底の位置は横方向に 120°、縦方向に∆μだけ離れている。右
辺の最後の項は合成方向の外部トルクによるポテンシャルの変化を表す。W の値を大きく
すると𝑙ℎの値が増えていきW = 2∆μの所では𝑙ℎ = 110°ほどになっていた (図 3.5.6 A)。また
交点位置とポテンシャルの底の自由エネルギーの差から求めた活性化エネルギーの値も計
算した。図の活性化エネルギーの値を使って時定数を計算して測定値と比較した。計算か
ら求めた時定数はW = ∆μから遠いところでは変化は小さく、W = ∆μの所で急激に大きくな
った。これは活性化エネルギーの変化と対応している。 
 今回の計算は調和ポテンシャルと仮定した場合である。実際の F1の作るポテンシャルは異
なりかなり荒い近似である。しかし図 3.5.6 B のように測定値と重ねてみると明らかに実験
値から外れているようには見えない。実際に Characteristic length が変化しているのを確
かめるためには外力存在下で測定した回転のトラジェクトリから文献 60と同様の方法でポ
テンシャルの遷移の位置を求める必要がある。しかし dwell time 解析に使ったデータのフ
レームレートはポテンシャル推定の解析に必要なフレームレートを満たしていないので、
改めて測定する必要あり今後の課題である。 
 
図 111 Characterisitc lengthが変化するときの、遷移角度と活性化エネルギーの見積もり。
遷移角度は式(3.20)の 2 つのポテンシャルの交点である。求めた活性化エネルギーから
dwell time の時定数の外力依存性を測定値に合うように目測で合わせた。実際の各化学状
態のポテンシャルは調和ポテンシャルではないので、実際にこのように Charactarestic 
length が変化しているかは不明である。定性的に加水分解側は再現できていると思われる。 
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第四章 
測定条件の設定 
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4.1 蛍光測定の設定 
4.1.1 測定に使用したヌクレオチドと測定用 bufferの調製 
  蛍光測定で buffer について注意するべきは次の 2 点である。 
  1 つ目は実験中に泡が発生しないようにすることである。測定中にセル内に泡が発生する
と蛍光強度に大きなノイズが出る。このノイズはほおっておいても勝手に消えることは無
いと思った方が良い。泡が発生してしまった場合はセルを一度測定器の中から取り出して、
セルを指ではじくなどして泡を取り除く必要がある。また buffer をあらかじめ脱気してお
くことで泡の発生はかなり抑えられる。またタンパク質の投入時は一度セルを取り出して、
ピペットマンのプッシュボタンを一度だけ強く押し込むのが良い。一般にピペットマンで
溶液を投入する時には、プッシュボタンを何回もおすピペッティングと呼ばれる方法です
るように指導されるが、蛍光測定でのトリプトファン変異体投入の時には一度だけのプッ
シュが効果的であった。なぜピペッティングが良くないのかは詳しく調べていないが、ピ
ペッティングする方法だと、トリプトファン変異体投入による蛍光強度の上昇量が安定し
なかった。ただしヌクレオチドの投入はピペッティングの方で良い。 
  2 つ目は溶液に含まれる不純物により沈殿が発生してしまう事である。今回の測定でヌク
レオチドを投入するときはヌクレオチドとマグネシウム濃度が 1：１の溶液を 100 倍希釈に
なるように投入するが、高濃度ヌクレオチドとマグネシウムの溶液では白い沈殿が発生し
ているときがある。経験的に 10 mM 以上のヌクレオチドに同じ濃度のマグネシウムが含ま
れていると沈殿が確認できた。そのため高濃度ヌクレオチドでの測定ではマグネシウムと
を投入後にヌクレオチドを投入した。なお蛍光測定のセル内の終濃度では沈殿が発生する
濃度より下で測定している。 
蛍光測定用 buffer の組成は蛍光測定用 buffer: 50 mM MPOS-K, 50 mM KCl, 2 mM 
MgCl2, pH=7.0 である。MOPS は同仁科学研究所のもの（製品番号：343-01805）を使っ
ている。MOPSは pKa=7.2 で pH6.5～7.9 の buffer を作るのに適している。保管の際には
KOH で pH 7.0 に合わせてから 1 M になるよう調製して、冷蔵庫で保存した(4℃、プラス
チック容器中)。KOH はナカライテスク株式会社から出ているもの（製品番号：28617-35）
である。KCl はナカライテスク株式会社の（製品番号：28514-75）を溶かしたものを使っ
ている。保管の際には 1 M に調製して、冷蔵庫で保存した(4℃、プラスチック容器中)。MgCl2
ナカライテスク株式会社の（製品番号：20909-55）を溶かしたものを使っている。保管の
際には 1 M の濃度で冷蔵庫の中（4℃保存）に保管してある(容器はプラスチック容器)。蛍
光測定用 buffer を作るときには、これらの保管された溶液を適当な濃度になるように
milliQ で薄めたあとに、KOH(MOPS の pH を調整するのに使用したものと同じもの)で
pH=7.0 になるように pH をあわせる。その後蛍光測定用 buffer の濃度にして、1 時間弱脱
気をしてから実験に使用する。 
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4.1.2 単体とでの測定手順の違い 
(Y341W)と(Y341W, E190Q)への結合の測定では 
1. 測定に使用する buffer は 10 分前から測定温度の water bath で温度を合わせておく。 
2. スターリングバーを milli-Q で洗いセルの中に入れる。 
3. セルに温度を合わせておいた buffer を 1.3 mL 入れる。 
4. 時間変化測定で buffer のみの蛍光強度を、時間変化測定で 30 sec 測定する。 
5. buffer のみの蛍光スペクトルを測定する。 
6. セルを蛍光測定器から出してF1を投入する。 
7. F1投入して約 10 sec 後に buffer+F1の蛍光スペクトルを測定する。 
8. F1投入後 1 min 後に時間変化測定を開始する。 
9. 時間変化測定で 50 sec の時点で一回目のヌクレオチドを蛍光測定器の蓋に開いた穴か
ら投入する。 
10. 100 sec ごとにヌクレオチドを投入する。 
11. 時間変化測定終了後 buffer+F1+ヌクレオチドの蛍光スペクトルを測定する。 
12. 蛍光スペクトル測定後セル内の温度を熱電対温度計で測定する。 
13. 測定が終わったセルはスターリングバーを取り出して、ライポン（液体洗剤）、水、milli-Q
の順番で洗う。 
の手順で測定した。測定した蛍光スペクトルと、蛍光強度の時間変化は図 4.2.1 である。
単体への結合の測定では一回の蛍光強度の時間変化測定で、ヌクレオチド濃度と消光率の
関係を求めることができるので測定時間が短くなる。 
 
図 4.1.1  25℃での(Y341W)への ATP 結合の測定。A が蛍光スペクトルで、B が蛍光強度
の時間変化測定。 
 
一方3(Y341W)3と3(Y341W, E190Q)3への結合の測定では、単体の時と同じようにす
ると、長時間の測定(おおよそ 500 sec 以上)で原因不明の蛍光強度の上昇が見られたので、
次の手順で測定した。 
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1. 測定に使用する buffer は 10 分から測定温度の water bath で温度を合わせておく。 
2. スターリングバーを milli-Q で洗いセルの中に入れる。 
3. セルに温度を合わせておいた buffer を 1.3 mL 入れる（MgCl2とヌクレオチドを別に保
管する濃度の測定の時には、この時に MgCl2を入れる）。 
4. 時間変化測定で buffer のみの蛍光強度を、時間変化測定で 30 sec 測定する。 
5. buffer のみの蛍光スペクトルを測定する。 
6. セルを蛍光測定器から出してF1を投入する。 
7. F1投入して約 10 sec 後に buffer+F1の蛍光スペクトルを測定する。 
8. F1投入後 1 min 後に時間変化測定を開始する(測定時間 150 sec)。 
9. 時間変化測定で 50 sec の時点でヌクレオチドを蛍光測定器の蓋に開いた穴から投入す
る。 
10. 時間変化測定終了後 buffer+F1+ヌクレオチドの蛍光スペクトルを測定する。 
11. 蛍光スペクトル測定後セル内の温度を熱電対温度計で測定する。 
12. 測定が終わったセルはスターリングバーを取り出して、ライポン（液体洗剤）、水、milli-Q
の順番で洗う。 
こちらの手順では図 4.2.2 のような蛍光スペクトルと、蛍光強度の時間変化測定のグラフが
得られる。こちらの方法は時間がかかるが(慣れれば単体の方法の 3～4 倍くらい)、投入し
たヌクレオチド濃度が上がるにつれトリプトファンの蛍光のピークが小さくなっていくの
が確認できる。 
 
図 4.1.2  25℃での3(Y341W)3への ADP 結合の測定。A が蛍光スペクトルで、B が蛍光
強度の時間変化測定。蛍光スペクトルは各 ADP 濃度での ADP 投入前後の蛍光スペクトル
で、buffer のスペクトルを引いたもの。A, B の実線の色は各 ADP 濃度での測定に対応して
いる。 
 
4.1.3 使用する蛍光測定器と機器の設定 
測定には蛍光分光器（JASCO FP-6500）を使用した。本研究では一部の条件を除き励起
光を300 nmで行い蛍光強度の時間変化を測定するときは345 nmの蛍光強度を測定してい
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る。また蛍光のスペクトルは 320～420 nm の波長の蛍光強度から求めている。その他の詳
しい測定機器の設定は図 4.2.3 にある。 
 
図 4.1.3 蛍光分光器の設定。左が蛍光スペクトルを測定するときの設定画面で、右が蛍光
強度の時間変化を測定するときの設定である。 
 
ただしGTP, GDPの時は励起波長を 312 nmにしてスペクトル測定は 325～425 nmの範囲
で行なっている。GTP, GDP の時だけ励起波長が 312 nm になっているのは、G(D,T)P の
吸収スペクトルによる蛍光への影響のためである(図 4.2.4 A)。GTP, GDP は 300 nm の励
起光を吸収してしまうので、トリプトファンの蛍光の測定に影響が出てしまう(図 4.2.4 B)
そのため GTP, GDP の吸収がない 312 nm で測定することにした。また 312 nm の励起で
はトリプトファンの蛍光が弱かったので GTP, GDP の時は他のヌクレオチドの結合の測定
と比較して 6 倍のタンパク濃度で測定した。 
 
図 4.1.4  A：10 uM GTP の吸光スペクトル。B：励起光 300～320 nm で 4.3 mM GDP の
溶液の蛍光スペクトル。  
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4.2 回転電場法による外部トルクの校正 
4.2.1 回転ブラウン粒子の回転速度から求める方法 
𝑁𝑒𝑥𝑡 = 2𝜋 × Γ × v̅ = 𝛼 × V
0                             (8.1) 
より回転摩擦係数Γの粒子をV0の回転電場で回転させた時のv̅から比例係数𝛼を求められる。
この値は溶液条件、チャンバーの厚さ、ビーズの体積などで決まるので同じ溶液の、同じ
ように 2 量体ビーズが結合した F1にも使う事が出来る。回転摩擦係数Γは拡散係数 D から 
Γ =
T
D
                               (8.2) 
の Einstein’s relation から求まる。T は絶対温度である。D は回転角度の自己相関関数から 
2D = 〈(r(t + ∆t) − r(t))
2
〉∆t                       (8.3) 
で求めることができる。ただし低周波成分は、ガラスとの引っ掛かりなどが影響するので
100 Hz 以上の高周波成分から Dを求めた。 
 
4.2.2  搖動散逸定理を使った方法 
粒子の運動のある周波数成分が平衡状態である時に外力の変調がある場合に 
C̃(f) = 2kBTR̃
′(f)                    (8.4) 
が成り立つ。この式を利用すると外部トルクを高周波で周期変調させると(図 4.2.1 A)、変
調周波数 f でアンサンブル平均をとることで、式(8.1)の比例係数𝛼を求められる。 
 
図 4.2.1  A：周期変化する外部トルクの作り方。10 MHz の電圧を電極に加えることで一
定外力を作るが、この高周波の電圧の振幅を周波数 f で変化させることで、周波数 f で変化
する外部トルクを作ることができる。B：A の外部トルクを加えた粒子回転速度の周波数 f
のアンサンブル平均。縦軸は時刻 t での平均回転速度からのずれである。A は Toyabe epl 
2012 から引用 
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式(8.4)が成り立つとき回転方向のビーズの速度を   
v(t) = v0 + w(t)                      (8.5) 
とする。v0は外力のない時での速度で，w(t)は外力によるもの 
ここで式(8.5)の両辺のアンサンブル平均をとると 
< 𝑤(t) >= v0 + ∫ ds
t
−∞
R(t − s)N(s)                     (8.6) 
ここに sin 型の外力 < 𝑤(t) ≥ w0 sin(2πft + φ(f)) ,     N(s) = N0 sin(2πfs)     を代入すると   
w0 sin(2πft + φ) = ∫ ds
t
−∞
R(t − s)N0 sin(2πfs)                     (8.7) 
また      w0 cos(2πft + φ) = ∫ ds
t
−∞
R(t − s)N0 cos(2𝜋𝑓𝑠)                     (8.8)も成り立つ． 
式(8.8) + i ×式(8.7)から w0e
iφ exp(i2πft) = N0 ∫ ds
t
−∞
R(t − s) exp(i2πfs)                  (8.9) 
ここで t − s = t′, ds = −dt′, 積分範囲は∞から 0 となる(R(∞) = 0 なので)．  
N0 ∫ (−dt
′)
0
∞
R(t′) exp(i2πf(t − t′)) = N0 exp(i2πft) ∫ dt
′
∞
0
R(t′) exp(−i2πft′)              (8.10) 
ここでR̃(f) = ∫ dt
∞
−∞
exp(i2πft) R(t) とすると 
∫ dt′
∞
0
R(t′) exp(−i2πft′) = ∫ dt′
∞
−∞
R(t′) exp(−i2πft′)                  (8.11) 
(R(t′ < 0) = 0 なので) 
式(8.11) = R̃(−f)  これを式(8.9)に代入すると 
w0e
iφ exp(i2πft) = N0 exp(i2πft) R̃(−f)                       (8.12) 
R̃(−f) =
w0
N0
eiφ                実部をとると    
R̃′(−f) =
w0
N0
cosφ(−f) 
   =
w0
N0
cosφ(f) = R̃′(f) N0 = αV0
2を代入して 
R̃′(f) =
w0
αV0
2 cosφ 
C̃(f) =
2kBTw0
αV0
2 cosφ 
α =
2kBTw0cosφ
C̃(f)V0
2                     (8.13) 
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